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Prefacio 


E ste livro descreve o desenvolvimento de uma area relativamente nova da biologia. 

Os primordios desta area da pesquisa biomedica remontam, com certa precisao, as 
descobertas, em 1975, concernentes ao proto-oncogene, feitas no laboratorio de H. E. Varmus 
e J. M. Bishop, em Sao Francisco, California. A pesquisa realizada desde aquela epoca produ- 
ziu uma rica quantidade de informa^oes sobre as moleculas e os genes responsaveis pelo 
cancer nos seres humanos. 

Antes desta pesquisa pioneira, nao sabi'amos quase nada sobre os mecanismos moleculares e 
celulares que geravam o cancer. Contudo, existiam algumas pistas interessantes antes da 
forma^ao da comunidade de pesquisadores do cancer: sabi'amos que os agentes carcinogenicos 
freqiientemente, mas nem sempre, funcionavam como mutagenicos; isso sugeriu que genes 
mutantes estavam envolvidos, de alguma forma, na programa^ao da prolifera^ao anormal das 
celulas cancerosas. Sabi'amos que o desenvolvimento do cancer era, com freqiiencia, um 
processo longo, protrai'do. E sabi'amos que celulas cancerosas individuals extrai'das de tumo- 
res se comportavam de modo muito diferente de suas equivalentes em tecidos normals. 

Hoje, apos mais de tres decadas, temos uma abundancia de informa^oes sobre as causas 
basais do cancer — quase em excesso. Os genes e as protei'nas implicados na sua origem podem 
ser enumerados as centenas. E descobriu-se que mesmo o cancer nao e apenas uma doen^a, 
mas varias, estando os agentes anteriormente mencionados envolvidos na cria^ao dos cerca 
de 110 diferentes tipos de canceres humanos ate agora catalogados. As tecnicas de analise 
genetica, que eram bastante primitivas no im'cio desse pen'odo, hoje avan 9 aram a um estagio 
em que podemos seqiienciar genomas inteiros de mami'feros e catalogar centenas de alelos 
mutantes presentes nos genomas de celulas cancerosas humanas. Nos primeiros anos deste 
novo milenio, somos inundados com uma vasta quantidade de informa^oes geneticas, bio- 
qui'micas e de biologia celular acerca do desenvolvimento do cancer, quase excedendo o que 
a mente humana pode assimilar e compreender. 

Este livro foi escrito para apresentar as leis subjacentes e os princi'pios que estao emergindo 
do vasto con] unto de fatos que, a cada ano que passa, crescem em quantidade. Tais leis e 
princi'pios explicam varios dos complexes comportamentos dos tumores humanos. Dando 
contexto e perspectiva, eles podem ser usados para auxiliar a entender muitos — possivelmen- 
te todos - tipos de canceres humanos. Essa area da pesquisa biologica ainda esta em crescimento, 
e novas e fascinantes descobertas estao sendo relatadas praticamente a cada mes. Dessa for¬ 
ma, muitos princi'pios do desenvolvimento do cancer tambem ainda estao sendo descober- 
tos. Entretanto, ja podemos perceber as linhas gerais de algumas verdades duradouras, que, 
dentro do possi'vel, estao apresentadas neste livro. 

Em parte, este livro foi escrito como panfleto de recrutamento, visto que novas gera 96 es de 
pesquisadores sao necessarias para o avan^o da pesquisa do cancer. A campanha para vence- 
lo apenas come^ou. Os princi'pios elucidados durante as tres decadas passadas, e que sao o 
assunto deste livro, ainda nao foram aplicados com exito para fazer grandes incursoes na 
preven 9 ao, no diagnostico e na cura dos canceres humanos. 

E, sim, ainda existem questoes importantes que permanecem nebulosas e mal resolvidas. 
Ainda nao compreendemos como as celulas cancerosas aprendem a invadir e criar as metastases, 
que sao responsaveis por 90% da mortalidade do cancer. Temos um entendimento ainda 
muito imperfeito do papel do sistema imune na preven 9 ao do desenvolvimento da doen^a. 
E, embora saibamos muito sobre as moleculas de sinaliza^ao individuals que operam no 
interior das celulas humanas, falta-nos um entendimento claro de como o complexo sistema 
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de circuitos de sinaliza^ao que elas formam e capaz de operar para tomar as decisoes de vida 
ou morte que determinam o destine de celulas individuals dentro de nosso corpo. Essas 
decisoes, em ultima analise, determinam se uma de nossas celulas iniciara ou nao uma jornada 
pelo longo caminho que leva a prolifera^ao cancerosa e, fmalmente, a um tumor capaz de 
amea^ar a vida. 

A pesquisa contemporanea do cancer tern enriquecido imimeras outras areas da moder- 
na pesquisa biomedica. Como conseqiiencia, muito do que voce ira aprender com este 
livro sera litil no entendimento de muitos aspectos de imunologia, neurobiologia, biolo- 
gia do desenvolvimento e uma dezena de outras areas da pesquisa biomedica. Aprecie o 
passeio! 


Robert A. Weinberg 



Nota ao Leitor 


E ste livro esta organizado em 16 capftulos de extensao bastante variavel. Eles sao 
concebidos para serem lidos na ordem em que aparecem, cada um ampliando as ideias 
que foram apresentadas nos capftulos anteriores. O primeiro capi'tulo e um curso resumido 
de revisao para estudantes de gradua 9 ao que estao cursando ou ja cursaram biologia; ele 
apresenta os conceitos fundamentals postulados nos capftulos subseqiientes. O principal 
proposito e ilustrar os conceitos que, em conjunto, constituem nossa atual concep^ao a 
respeito de como o cancer surge e como essa doen^a deve ser tratada no futuro. Alguns 
experimentos sao descritos em detalhes, para indicar a logica que sustenta varios desses 
conceitos. Voce encontrara muitos desenhos esquematicos, freqiientemente associados a 
micrografias, que irao ajuda-lo a avaliar como os resultados experimentais foram reuni- 
dos, pe^a por pe 9 a, gerando as conclusoes que sustentam a moderna pesquisa do cancer. 

Ao longo do texto sao encontradas as “Barras laterais”, que consistem em comentarios que se 
desviam ligeiramente do foco principal da discussao. Muitas vezes, elas contem anedotas ou 
elaboraqoes sobre ideias apresentadas no texto principal. Leia-as, se estiver interessado, ou 
passe adiante, se achar que elas o distraem muito. As Barras laterais sao apresentadas para 
trazer mais interesse e um pouco de tempero extra na rica sopa de ideias que constitui a 
pesquisa contemporanea nesta area. 

Ha consideraveis referencias cruzadas sempre que topicos em discussao forem introduzidos 
ou descritos nos outros capftulos. Muitas foram inseridas para o caso de voce ler os capftulos 
em uma ordem diferente da aqui apresentada. Elas nao devem Ihe induzir a continuamente 
folhear outros capftulos a fim de rastrear as se^oes ou figuras citadas. Se voce acbar que se 
beneficiara das introdu^oes anteriores a um topico, use essas referencias cruzadas; de outra 
forma, ignore-as. 

Cada capftulo termina com um resumo retrospectivo, intitulado “Sinopse e perspectivas”, 
que sintetiza os principais conceitos, remete a ideias que permanecem assunto de discussao 
e considera qual o rumo que a pesquisa pode tomar no futuro. Essa visao geral e ampliada 
por uma lista de conceitos-chave e um conjunto de questoes. Algumas questoes sao 
deliberadamente desafiadoras, e esperamos que elas o provoquem para pensar de modo 
mais profundo sobre muitas das questoes e dos conceitos desenvolvidos. Por fim, a maioria 
dos capftulos tern uma lista extensa de artigos de revistas de pesquisa. Estes serao uteis se 
voce quiser explorar em detalhe um topico especffico. Quase todas as referencias sao 
artigos de revisao, e muitas contem discussoes detalhadas de varias subareas de pesquisa, 
bem como descobertas recentes. Alem disso, ha referencias esporadicas a publica^oes 
mais antigas, que irao esclarecer como certas linhas de pesquisa se desenvolveram*. 

Talvez o objetivo mais importante seja capacitar-lhe a ir alem do livro-texto e mergulhar 
diretamente na literatura primaria de pesquisa. Portanto, parte do texto e dirigida para o 
ensino do vocabulario elaborado e especializado da literatura de pesquisa do cancer, e muitos 
de seus termos sao definidos no glossario. O tipo negrito foi usado por toda parte para 
ressaltar termos-chave que devem ser entendidos. A pesquisa do cancer, assim como a maioria 
das areas da pesquisa biomedica contemporanea, e composta por imimeras abreviaturas e 
acronimos, que se espalham pelos textos de muitos artigos publicados. Este livro da respostas 
para decifrar essa “sopa de alfabeto”, definindo esses acronimos e abreviaturas em uma lista 
ao final do livro. 


Consulte www.artmed.com.br para materials de apoio ao professor. 
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Como este livro descreve uma area de pesquisa em que novas e excitantes descobertas estao 
sendo anunciadas o tempo todo, alguns detalhes e interpreta^oes aqui apresentados poderao 
se tornar desatualizados (ou, o que e igualmente provavel, invalidados). Ainda assim, os 
conceitos primarios permanecem, visto que eles se baseiam em fundamenta^oes solidas de 
resultados experimentais. O autor e o editor apreciariam enormemente seu retorno. Foram 
feitos todos os esfor^os para minimizar os erros; no entanto, voce podera encontra-los, e seria 
um grande favor se os comunicasse. E, o mais importante, boa parte da ciencia aqui contida 
exigira reinterpreta^oes nos proximos anos, a medida que sao feitas novas descobertas. For 
favor, mande-nos um e-mail com suas sugestoes para tboc@taylorandfrancis.com, as quais 
serao consideradas para incorpora^ao em edi^oes futuras. 
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Capitulo 1 


Biologia e Genetica 
de Celulas e Organismos 

“O protoplasma, simples ou nucleado, e a base formal de toda a vida... 
Portanto, fica claro que todas as formas viventes sao cognatas, e que todas 
as formas de vida sao fundamentalmente de um linico tipo. As pesquisas 
dos qui'micos tern revelado uma uniformidade nao menos impressionante 
na composi 9 ao material da materia viva.” 

Thomas Henry Huxley, biologo evolutivo, 1868 


“Qualquer coisa verdadeira em E. coli deve tambem ser verdadeira nos elefantes.” 

Jacques Monod, biologo molecular pioneiro, 1954 


A revolu^ao biologica do seculo XX remodelou completamente todas as areas dos estu- 
dos biomedicos, sendo a pesquisa do cancer apenas uma delas. Os frutos dessa revolu- 
fao foram revela^oes tanto das linhas gerais como de detalhes profundos de genetica e 
hereditariedade, de como as celulas se multiplicam e dividem, de como elas se associam 
para formar tecidos e de como os tecidos se desenvolvem sob o controle de genes especi- 
ficos. Tudo no texto a seguir provem direta ou indiretamente desse novo conhecimento. 

Essa revolu^ao, que come^ou no meio do seculo e foi provocada pela descoberta da dupla 
helice de DNA por Watson e Crick, continua ate hoje. Na verdade, ainda estamos muito 
proximos desse avan^o significative para compreender precisamente sua real importancia e 
suas ramifica^oes a longo prazo. A disciplina de biologia molecular, que se desenvolveu em 
seguida a essa descoberta, trouxe solu^oes ao problema mais profundo da biologia do seculo 
XX - como a constitui^ao genetica de uma celula e de um organismo determinam sua forma 
e fun^ao? 
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Figura 1.1 Darwin e Mendel (A) A publica- 
gao de On The Origin of Species by Me¬ 
ans of Natural Selection por Charles 
Darwin, em 1859, exerceu urn efeito pro- 
fundo no pensamento sobre a origem da 
vida, a evolugao da complexidade dos or¬ 
ganismos e 0 parentesco das especies. 

(B) A teoria da evolugao de Darwin nao ti- 
nha uma fundamentagao genetica ate o 
trabalho de Gregor Mendel. A sintese en- 
tre evolugao darwiniana e genetica men- 
deliana e a base de muito do moderno 
pensamento biologico. (A, da Colegao 
Grace K. Babson de Obras de Sir Isaac 
Newton, em exposigao permanente no 
Dibner Institute e Burndy Library, Cambrid¬ 
ge, MA; B, cortesia do Mendelianum Mu¬ 
seum Moraviae, Brno, Republica Checa.) 



Sem essa base molecular, a moderna pesquisa do cancer, assim como outras disciplinas biolo- 
gicas, teriam permanecido uma ciencia descritiva limitada a catalogar diversos fenomenos 
biologicos, sem saber explicar a mecanica de como ocorrem. Hoje, nossa compreensao de 
como os canceres se originam esta sendo continuamente melhorada por descobertas em di¬ 
versos campos da pesquisa biologica, a maioria das quais realizada nas ciencias da biologia 
molecular e genedca. Talvez de forma inesperada, muitos dos conhecimentos acerca da ori¬ 
gem das doengas malignas nao estao vindo das bancadas de laboratorio de pesquisadores do 
cancer. Em vez disso, o estudo de diversos organismos, desde leveduras a vermes e moscas, 
abastece-nos do capital intelectual que alimenta a proxima ideia fundamental na rapida e 
movimentada area de pesquisa do cancer. 

Os que inspiraram essa revolugao biologica se apoiaram sobre os ombros de gigantes do 
seculo XIX, especificamente, Darwin e Mendel (Figura 1.1). Sem os conceitos estabelecidos 
por ambos, que influenciaram todos os aspectos do moderno pensamento biologico, a biolo¬ 
gia molecular e a pesquisa contemporanea do cancer seriam inconcebiVeis. Dessa forma, ao 
longo deste capi'tulo, faremos freqiiente referenda a processos evolutivos, como propostos 
por Charles Darwin, e a sistemas geneticos, como concebidos por Gregor Mendel. 


1.1 Mendel estabelece as leis basicas da genetica 

Muitas das leis basicas da genetica, que regem a forma como os genes sao passados de um 
organismo complexo ao outro, foram descobertas no seculo XIX e chegaram ate nos basica- 
mente inalteradas. Trabalhando na decada de 1860, Gregor Mendel expos essas leis e descre- 
veu como elas afetam a forma e o comportamento de organismos individual. O trabalho de 
Mendel enfocava principalmente a genetica de plantas de ervilha. Sens resultados e suas 
conclusoes foram logo esquecidos, sendo redescobertos independentemente por tres pesqui¬ 
sadores somente em 1900. Durante a decada seguinte, ficou claro que essas leis - agora 
chamadas de genetica mendeliana — se aplicam a virtualmente todos os organismos sexuados, 
inclusive metazoarios (animais multicelulares) e metafitos (plantas multicelulares). 

A argiicia fundamental de Mendel veio de sua percepgao de que a informagao genetica e 
passada em forma de pam'cula de um organismo para sua descendencia. Isso implicava que o 
repertorio completo da informagao genetica transportado por um organismo, agora chama- 
do de seu “genoma”, esta organizado como uma colegao de pacotes distintos e separaveis de 
informagao, os quais viriam a ser chamados de genes. Apenas recentemente passamos a saber, 
com precisao, como muitos genes diferentes estao presentes nos genomas de mami'feros; as 
atuais analises do genoma humano — o melhor estudado entre esses - sugerem o mimero na 
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faixa de 22.000, um pouco mais que os 19.000 genes idendficados no genoma da mosca-das- 
frutas Drosophila melanogaster. 

O trabalho de Mendel tambem implicava que a constitui^ao de um organismo, inclusive sua 
estrutura flsica e qufmica, poderia ser dividida em uma serie de entidades distintas, separaveis. (E 
claro que essa separabilidade esta implfcita na forma com que usamos a linguagem para descrever 
formas anatomicas e fun^oes — palavras diferentes para descrever nariz, brago e estomago.) Mendel 
foi alem, ao mostrar que diferentes partes anatomicas sao controladas por genes diferentes. Ele 
descobriu que o material herdavel que controla a lisura das ervilhas agia independentemente do 
material que controla a altura da planta ou a cor da flor. Na realidade, cada caracten'stica observa- 
vel de um indivi'duo podia ser atribui'da a um gene separado, que servia como seu anteprojeto. 
Assim, a pesquisa de Mendel implicava que a constitui 9 ao genetica de um organismo (seu geno- 
tipo) poderia ser dividida em centenas ou, talvez, milhares de pacotes distintos de informa 9 ao; 
paralelamente, sua forma observavel, externa (seu fenotipo) poderia ser subdividida em um gran¬ 
de niimero de caracten'sticas flsicas ou qui'micas distintas (Figura 1.2). 

O modo de pensar de Mendel iniciou projetos de pesquisa que duraram um seculo entre os 
geneticistas, que aplicaram seus princlpios ao estudo de milhares de caracteres em varies 
animais experimentais, como moscas {D. melanogaster), vermes {Caenorhabditis elegans) e 
camundongos (Mus musculus). Na metade do seculo XX, os geneticistas tambem come^aram 
a aplicar os princlpios mendelianos ao estudo do comportamento genetico de organismos 
unicelulares, como a bacteria Escherichia coli e a levedura do pao Saccharomyces cerevisiae. O 
princlpio do genotipo controlando o fenotipo foi diretamente transferido a esses organismos 
mais simples e seus sistemas geneticos. 


Figura 1.2 A informagao genetica e 
organizada em pacotes distintos Uma das 
revelagoes fundamentais de Gregor Mendel 
foi que 0 conteudo genetico de um 
organismo consiste em pacotes distintos 
de informagao, cada um responsavei por 
uma diferente caracterfstica observavei do 
organismo. Aqui estao mostrados sete 
caracteres da pianta de ervilha, cujo 
comportamento Mendei estudou por meio 
de experimentos de cruzamento. Em cada 
caso, um dado carater poderia ter duas 
manifestagoes fenotipicas aiternativas, que 
hoje sabemos ser especificadas por 
versoes aiternativas de genes, as quais 
denominamos alelos. Quando os dois 
alelos alternativos coexistiam em uma 
mesma pianta, um desses caracteres (que 
hoje denominamos “dominante") era 
sempre observado, enquanto o outro (o 
carater "recessive”) nao era observado. 
(Cortesia de J. Postlethwait.) 


Embora a genetica mendeliana represente o fundamento da genetica contemporanea, ela foi 
adaptada e expandida em inumeras formas desde sua concepgao, em 1865 e 1900. Por exem- 
plo, o fato de que os organismos unicelulares em geral se reproduzem assexuadamente, isto e, 
sem cruzamento, criou uma necessidade de adaptagao das leis originais de Mendel. Alem 
disso, percebeu-se que a nogao de que cada atributo de um organismo poderia ser devido a 
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instru^oes transportadas por um unico gene era simplista. A grande maioria dos caracteres 
observaveis de um organismo pode ser atribui'da a intera^oes cooperativas entre muitos ge¬ 
nes. Inversamente, quase todos os genes transportados no genoma de um organismo comple- 
xo desempenham fun^oes no desenvolvimento e na manuten^ao de multiplos orgaos, tecidos 
e processes fisiologicos. 

A genetica mendeliana revelou, pela primeira vez, que a informa^ao genetica e transportada de 
forma redundante nos genomas de plantas e animais complexes. Mendel deduziu que existiam 
duas copias de um gene para cor da flor e duas para forma da ervrlha. Hoje sabemos que essa dupla 
redundancia se aplica a todo o genoma, com exce^ao dos genes transportados nos cromossomos 
sexuais. Portanto, os genomas dos organismos superiores sao denominados diploides. 

As observances de Mendel tambem indicavam que as duas copias de um gene poderiam carregar 
informanoes diferentes e potencialmente conflitantes. Assim, uma copia do gene poderia especifi- 
car ervUhas com a superflcie rugosa, e a outra, ervilhas com a superficie lisa. No seculo XX, essas 
versoes diferentes de um gene viriam a ser chamadas de alelos. Um organismo pode transportar 
dois alelos identicos de um gene, situanao em que, com respeito a esse gene, e chamado de homo- 
zigoto. Inversamente, a presen^a de dois alelos diferentes de um gene no genoma de um organis¬ 
mo faz deste um heterozigoto com respeito a esse gene. 

Como os dois alelos de um gene podem carregar instrunoes conflitantes, nossa visao de como 
o genotipo determina o fenotipo se tornou mais complicada. Mendel descobriu que, em 
muitos casos, a expressao de um alelo pode prevalecer sobre a do outro, determinando a 
forma final de uma caracten'stica. Por exemplo, um genoma de ervilha pode ser heterozigoto 
para o gene que determina a forma das ervilhas, transportando um alelo liso e um rugoso. 
Contudo, a planta de ervilha transportando esse par de alelos produzira, invariavelmente, 
ervilhas lisas. Isso indica que o alelo liso e dominante, e que ele invariavelmente anulara seu 
alelo complementar recessivo (rugoso) na determina^ao do fenotipo (veja a Figura 1.2). (A 
rigor, usando a terminologia genetica correta, din'amos que um fenotipo codificado por um 
gene e dominante em rela^ao ao outro, sendo este ultimo recessivo.) 

A pesquisa genetica do seculo XX revelou outras sutilezas relativas ao modo como os 
alelos de um gene interagem entre si. Freqiientemente as “expressoes” de dois alelos con¬ 
flitantes se misturam na determina 9 ao do resultado - elas procuram um meio-termo 
entre suas mensagens discrepantes. Por exemplo, um par coexistente de alelos vermelhos 
e Francos no gene que determina a cor das flores em bocas-de-leao produzira um fenoti¬ 
po rosa (Figura 1.3). Isso representa um exemplo de dominancia incompleta. Em outras 
situafoes, as expressoes de ambos os alelos sao claramente detectadas - o fenomeno da 
co-dominancia. Assim, individuos que sao heterozigotos para o loco genetico que deter¬ 
mina o tipo sangiimeo (p. ex., alelos A e B) possuirao hemacias que expressam tanto os 
antlgenos A como B. 


1.2 A genetica mendeliana ajuda a explicar a evolu^ao 
darwiniana 

No im'cio do seculo XX, nao era evidente como as diferentes versoes alelicas de um gene 
surgiam. Em prindpio, essa variabilidade no conteudo da informa^ao parecia estar presente 
no reservatorio coletivo de genes de uma especie desde seus remotos primordios evolutivos. 
Essa percep^ao mudou apenas mais tarde, inicialmente nas decadas de 1920 e 1930, quando 
ficou evidente que a informa^ao genetica e corromplvel; o conteudo da informa^ao nos tex- 
tos geneticos, como em todos os textos, pode ser alterado. Descobriu-se que as muta^oes 
eram responsaveis pela mudan^a do conteudo da informa^ao de um gene, desse modo con- 
vertendo um alelo em outro ou criando um novo alelo a partir de um previamente difundido 
em uma especie. Um alelo presente na grande maioria dos individuos de uma especie e geral- 
mente denominado tipo selvagem, implicando o termo que tal alelo, naturalmente presente 
em um grande numero de organismos aparentemente saudaveis, e compativel com a estrutu- 
ra e a fun^ao normais. 
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Figura 1.3 Alelos incompletamente 
dominantes Embora Mendel tenha 
estudado uma serie de genes que 
transportam somente alelos dominantes e 
recessivos, multos genes funcionam de 
forma mals complexa, de modo que ambos 
os alelos contrlbuem para o fenotlpo - o 
fenomeno da domlnancia Incompleta. 

Como aqui Indicado, se bocas-de-leao que 
possuem flores vermelhas e brancas forem 
cruzadas entre si, a descendencia iniclal na 
geragao FI desenvolvera flores rosas. 

Essas bocas-de-leao rosas sao 
geneticamente heterozigotas, e se, como 
aquI indicado, forem cruzadas entre si, na 
segunda geragao aparecerao homozigotos 
que, novamente, portarao flores vermelhas 
ou brancas. (Adaptada de N. Campbell, 
Biology, 4th ed. San Francisco, CA: Benjamin 
Cummings, 1996.) 



As mutagoes alteram continuamente os genomas ao longo da expectativa de vida evolutiva de 
uma especie, que geralmente se estende por milhoes de anos. Elas atacam aleatoriamente o 
genoma e os genes que o constituem. As mutagoes fornecem a uma especie um metodo de 
continuamente mexer com seu genoma, de experimentar novas versoes de genes que ofere- 
cem a perspectiva de fenotipos novos e potencialmente melhorados. O resultado da contmua 
chuva de mutagoes sobre o genoma e o progressivo aumento, durante a historia evolutiva de 
uma especie, da diversidade genetica de seus membros. Assim, o conjunto de alelos presente 
nos genomas de todos os membros de uma especie - o reservatorio de genes dessa especie — 
se torna progressivamente mais heterogeneo a medida que a especie envelhece. 

Isso significa que especies mais antigas transportam mais alelos diferentes em seus genomas 
do que as mais jovens. Os humanos, que pertencem a uma especie relativamente jovem 
(< 150.000 anos), possuem metade dos alelos e da diversidade genetica dos chimpanzes, os 
quais, portanto, existem como especie o dobro do tempo que nos. 

A contmua diversificagao de alelos no genoma de uma especie, que ocorre por milhoes 
de anos, e contrabalangada, ate certo ponto, pelas forgas da selegao natural originalmen- 
te descritas por Charles Darwin. Alguns alelos de um gene podem conferir fenotipos 
mais vantajosos do que outros, de forma que os organismos individuais que carregam 
esses alelos vantajosos tern uma maior probabilidade de deixar descendentes, em maior 
numero, do que outros membros da mesma especie que, por acaso, nao carregam esses 
alelos. Conseqiientemente, a selegao natural resulta em um contmuo descarte de muitos 
alelos que foram gerados por mutagoes aleatorias. A longo prazo, sendo as condigoes 
iguais, os alelos desvantajosos se perdem do reservatorio de alelos transportados pelos 
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Figura 1.4 Sequencias biologicamente 
importantes no genoma humano 0 
genoma humano pode ser representado 
como urn conjunto de ilhas relativamente 
pequenas de sequencias biologicamente 
importantes (-3,5% do genoma total; 
vermelho) que flutuam em meio a urn mar 
de DNA "lixo” {amarelo). A proporgao de 
sequencias que carregam a informagao 
biologica foi bastante exagerada nesta 
ilustragao. 


membros de uma especie, os alelos vantajosos aumentam seu numero e a aptidao global 
da especie melhora substancialmente. 

Hoje, um seculo depois da redescoberta de Mendel e que a genetica mendeliana foi restaura- 
da, chegamos a percepgao de que a grande massa da informagao genetica em nosso proprio 
genoma - na verdade, nos genomas de todos os mamiferos - nao parece especificar o fenoti- 
po e, muitas vezes, nao se associa a genes especificos. Considerando a descoberta, em 1944, 
de que a informagao genetica e codificada por moleculas de DNA, esses trechos “nao-codifi- 
cantes” no genoma sao geralmente cbamados de DNA “lixo” (Figura 1.4). Somente cerca de 
1,5% do DNA genomico de um mamifero transporta informagao de seqiiencia que codifica 
as estruturas das protemas. Recentes comparagoes de seqiiencia dos genomas humano, de 
camundongo e de cachorro sugerem que outros -2% codificam informagoes importantes 
que regulam a expressao genica e que medeiam outras fungoes ainda pouco entendidas. 

Como as mutagoes agem ao acaso sobre um genoma, alterando genes verdadeiros e o DNA “lixo” 
indiscriminadamente, a grande maioria das mutagoes altera a informagao genetica - sequencias de 
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Figura 1.5 Mutagoes neutras e evolugao (A) As sequencias codificantes 
{vermelho) da maioria dos genes ja foram otimizadas ao longo de 
extensos periodos do tempo evolutivo. Portanto, muitas mutagoes que 
afetam a sequencia de aminoacidos e, desse modo, a estrutura 
proteica (esquerda) criam alelos que comprometem a capacidade de 
sobrevivencia do organismo. Por isso, esses alelos mutantes sao mais 
propensos a eliminagao do reservatorio de genes da especie. Em 
contraste, mutagoes que atacam o DNA “lixo" [amarelo) nao terao efeito 
sobre o fenotipo e sao, portanto, em geral preservadas no reservatorio 
de genes da especie. Isso explica por que, ao longo de extensos 
periodos do tempo evolutivo, as sequencias de DNA codificante 
mudam lentamente, ao passo que as sequencias de DNA nao- 


codificante mudam muito mais rapidamente. (B) E representado o 
mapa fisico de um segmento de 0,1 megabase, aleatoriamente 
escolhido, do Cromossomo 1 humano, do par de bases 112.912.286 ao 
par de bases 113.012.285. Quatro genes diferentes foram aqui 
encontrados. Cada um esta separado em um pequeno numero de ilhas 
[retangulos chelos pequenos), que especificam ou provavelmente 
especificam segmentos de moleculas de mRNA (i.e., exons), e grandes 
trechos de sequencias intervenientes (i.e., introns), que nao parecem 
especificar informagao biologica (veja a Figura 1.17). Como fica 
evidente, grandes trechos da sequencia de DNA entre os genes nao se 
encontram associados a nenhuma fungao biologica especifica. (B, 
cortesia de The Wellcome Trust Sanger Institute.) 
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Figura 1.6 Diversidade polimorfica no reservatorio de genes humanos Como a 
grande maioria do DNA genomico humano nao codifica informagao 
biologicamente importante {amarelo), ele tern evoluido relativamente rapido e 
acumulado muitas diferengas sutis nas sequencias - polimorfismos as quais 
sao fenotipicamente silenciosas (veja a Figura 1.5). Tais polimorfismos sao 
transmitidos como alelos mendelianos, mas sua presenga em urn genoma 
pode ser averiguada somente por meio de tecnicas moleculares, como 
sequenciamento de DNA. Os pontos {verde) indicam onde a sequencia nesse 
cromossomo difere da sequencia mais comum no reservatorio de genes 
humanos. Por exempio, a sequencia predominante em urn trecho de DNA 
cromossomico pode ser TAACTGG, enquanto a sequencia variante TTACTGG 
pode ser carregada por uma minoria de seres humanos, constituindo urn 
polimorfismo. A presenga de urn polimorfismo em urn cromossomo, mas nao 
no outro, representa uma regiao de heterozigosidade, mesmo que urn gene 
vizinho {vermelho) esteja presente em versao alelica identica em ambos os 
cromossomos e esteja, portanto, em uma configuragao homozigbtica. 


DNA - que nao tem efeito sobre o fenotipo celular ou do organismo. Essas mutagoes permane- 
cem fenoripicamente silenciosas e sao consideradas, do ponto de vista da selegao natural, muta¬ 
goes neutras, nao sendo nem vantajosas nem desvantajosas (Figura 1.5). Uma vez que os alelos 
criados por essas mutagoes sao silenciosos, sua existencia nao pode ser reconhecida pelos primeiros 
geneticistas, cujo trabalho dependia de fenotipos aferfveis. Contudo, com o advento das tecnicas 
de sequenciamento de DNA, ficou evidente que centenas de milhares, se nao milhoes, de muta¬ 
goes funcionalmente silenciosas se encontram espalhadas ao longo de todo o genoma de organis- 
mos como o homem. O genoma de cada ser humano carrega seu proprio arranjo unico dessas 
alteragoes geneticas funcionalmente silenciosas. O termo polimorfismo foi originalmente usado 
para descrever variagoes no aspecto e na forma que distinguem indivlduos normais de uma especie 
entre si. Atualmente, os geneticistas usam o termo polimorfismos geneticos para descrever as 
diferengas interindividuais e funcionalmente silenciosas na sequencia de DNA que tornam linico 
o genoma de cada ser humano (Figura 1.6). 


cromossomo 

cromossomo 

materno 

paterno 



Durante o curso da evolugao, os cerca de 3,5% do genoma que realmente codificam infor¬ 
magao biologica se comportam de forma muito diferente do DNA “lixo”. As sequencias de 
DNA “lixo” sofrem mutagoes que nao tem efeito sobre a viabilidade de um organismo. Con- 
seqiientemente, imimeras mutagoes nas sequencias nao-codificantes do genoma de uma es¬ 
pecie sobrevivem em seu reservatorio de genes e se acumulam progressivamente durante sua 
historia evolutiva. As mutagoes que afetam as sequencias codificantes, ao contrario, em geral 
levam a perda de fungao e, como conseqiiencia, a perda da viabilidade do organismo; portan¬ 
to, tais mutagoes sao eliminadas do reservatorio de genes pela mao da selegao natural, expli- 
cando por que as sequencias geneticas que efetivamente especificam fenomenos biologicos 
em geral mudam muito lentamente durante longos pen'odos do tempo evolutivo (veja a 
Barra lateral 1.1). 


1.3 A genetica mendeliana rege o modo como 
os genes e os cromossomos se comportam 

Na primeira decada do seculo XX, descobriu-se que as leis de Mendel da genetica tinham um 
paralelo impressionante com o comportamento dos cromossomos, que estavam nessa epoca 
sendo visualizados sob o microscopio optico. Descobriu-se que tanto os genes de Mendel 
como os cromossomos estavam presentes aos pares. Logo ficou claro que um conjunto iden- 
tico de cromossomos esta presente em quase todas as celulas de um organismo complexo. 
Descobriu-se que esse arranjo cromossomico, geralmente denominado cariotipo, se duplica- 
va toda vez que uma celula passava por um ciclo de multiplicagao e divisao. 

Os paralelos entre os comportamentos de genes e cromossomos levaram a especulagao, logo 
validada em centenas de diferentes formas, de que os misteriosos pacotes de informagoes 
denominados genes eram transportados pelos cromossomos. Percebeu-se que cada cromos¬ 
somo transporta seu proprio conjunto linico de genes, em um arranjo linear. Hoje, sabemos 
que varios milhares de genes podem ser arranjados ao longo de um cromossomo mamlfero. 
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Barra lateral 1.1 As for 9 as evolutivas ditam que certos genes se¬ 
jant altamente conservados Muitos genes codificam caracten'sti- 
cas celulares essenciais a contmua viabilidade da 
celula. Esses genes, como todos os outros no geno- 
ma, sao suscen'veis a mao sempre ativa da muta- 
9 ao, que continuamente cria novas seqiiencias ge- 
nicas, ao mutar as que ja existem. A sele^ao natural 
testa essas novas seqiiencias e determina se elas es- 
pecificam fenotipos mais vantajosos do que os pre- 
existentes. Quase invariavelmente, as seqiiencias de 
genes necessaries a cdula e, portanto, a viabilidade 
do organismo, ja foram otimizadas ha centenas de 
milhoes de anos. For conseqiiencia, quase todas as 
mudan^as que ocorrem subseqiientemente na in- 
forma 9 ao da seqiimcia desses genes seriam delete- 
rias e comprometeriam a viabilidade da celula e, 
por sua vez, do organismo. Esses alelos mutantes 
foram logo perdidos, porque os organismos mu¬ 
tantes que os continham nao deixaram descenden- 
tes. Tal dinamica explica por que as seqiiencias de 
muitos genes foram altamente conservadas ao Ion- 
go de gigantescos perlodos do tempo evolutivo. 

Dito mais corretamente, as estruturas de suas pro- 
teinas codificadas foram muito conservadas. 

Na verdade, a grande maioria das protemas pre- 
sentes em nossas proprias celulas e necessarias a viabi¬ 
lidade celular foi primeiramente desenvolvida duran¬ 
te a evolufao dos eucariotos (celulas nucleadas) uni- 
celulares. Isso e comprovado por imimeras observa¬ 
nces que mostram que nossas protemas possuem equi- 
valentes claramente reconheciveis em eucariotos uni- 
celulares, como a levedura do pao. Outro grande con- 
junto de genes e protemas bastante conservadas pode 
ser relacionado ao aparecimento dos primeiros ani- 
mais multicelulares (metazoarios); esses genes possi- 
bilitaram o desenvolvimento de diferentes organs e 
da fisiologia dos organismos. Portanto, outro grande 
grupo de nossos proprios genes e proteinas esta pre¬ 
sente de forma equivalente em vermes e moscas (Fi- 
gura 1.7). 

Na epoca em que o ancestral de todos os mamife- 
ros apareceu pela primeira vez, ha mais de 150 mi¬ 
lhoes de anos, virtualmente todas as caracten'sticas bio- 
quimicas e moleculares presentes nos mami'feros con- 
temporaneos ja tinham se desenvolvido. O fato de 
elas terem mudado pouco no tempo interveniente 
indica que sua otimizanao ocorreu muito antes do apa¬ 
recimento das varias ordens de mamiferos. Isso expli¬ 
ca por que a embriogenese, a fisiologia e a bioquimi- 
ca de todos os mamiferos sao muito semelhantes, tao 
semelhantes a ponto de as linoes aprendidas com o 


estudo de camundongos de laboratorio serem quase sempre transferi- 
veis a compreensao da biologia humana. 
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Figura 1.7 A extraordinaria oonservagao da fungao genica 0 ultimo ancestral comum a 
moscas e mamiferos viveu ha mais de 600 milhoes de anos. Alem disso, os olhos da 
mosca (I.e., urn artropode) e os olhos de urn mamifero exibem arquiteturas totalmente 
diferentes. Entretanto, os genes que orquestram o desenvolvimento de olhos (eyeless, 
na mosca, Pax-6/small eye, no camundongo) sao intercambiaveis. (A) Assim, os 
componentes das cascatas de transdugao de sinal que operam downstream a esses 
reguladores mestres, para dar inicio ao desenvolvimento de olhos (preto para moscas, 
rosa para camundongos), tambem sao altamente conservados e intercambiaveis. (B) A 
expressao do gene de camundongo Pax-6/small eye, como o gene eyeless de 
Drosophila, em urn local inadequado (ecfdp/co) em urn embriao de mosca resulta no 
desenvolvimento de urn olho na perna da mosca, demonstrando a intercambialidade 
dos dois genes. (C) A conservagao da fungao genetica ao longo de enormes 
distancias evolutivas muitas vezes se manifesta nas sequencias de aminoacidos de 
proteinas homologas. Aqui e apresentada a sequencia de aminoacidos de uma 
proteina humana, junto com as sequencias das proteinas correspondentes de duas 
especies de leveduras, S. pombe e S. cerevislae. (A, cortesia de I. Rebay; B, cortesia 
de Walter Gehring; C, de B. Alberts et al.. Essential Cell Biology, 2nd ed. New York: 
Garland Science, 2004.) 
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(Estimava-se, em certo estagio do seqiienciamento do genoma humano, que o Cromossomo 
1 humano — o maior do conjunto - continha 3.041 genes diferentes.) Na verdade, o tama- 
nho de um cromossomo, visto sob o microscopio, e aproximadamente proporcional ao nu- 
mero de genes que ele transporta. 

Descobriu-se que cada gene se localiza em um sltio especi'fico ao longo da extensao de um 
cromossomo especifico. Esse sitio e freqiientemente denominado loco genetico. Os geneti- 
cistas despenderam muitos esforgos durante todo o seculo vinte para mapear os sitios dos 
genes — locos geneticos - ao longo dos cromossomos de uma especie (Figura 1.8). 
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Descobriu-se que o estado genetico diploide que prevalece na maioria das celulas de todo o 
corpo era infringido em um importante tipo de celulas - as celulas germinativas, o espermato- 
zoide e o ovulo. Essas celulas contem uma linica copia de cada cromossomo e gene e sao, 
portanto, chamadas de haploides. Durante a forma^ao das celulas germinativas nos testi'cu- 
los e ovarios, cada par de cromossomos e separado, e um dos dois cromossomos (e assim os 
genes associados) e escolhido ao acaso para ser incorporado no espermatozoide ou ovulo. 
Quando o espermatozoide e o ovulo subseqiientemente se combinam durante o processo de 
fertiliza^ao, os dois genomas haploides se fundem para produzir o novo genoma diploide do 
ovulo fertilizado. Todas as celulas do organismo descendem diretamente de uma celula di¬ 
ploide e, se tudo der certo, herdam replicas precisas de seu genoma diploide. Em um organis¬ 
mo multicelular grande como o ser humano, isso significa que uma copia completa do geno¬ 
ma esta presente em quase todas as cerca de 3 x 10^ celulas de todo o corpo! 


A partir da compreensao de que os genes se situam nos cromossomos, e que um conjunto 
complete de cromossomos esta presente em quase todos os tipos de celulas do corpo, veio 
ainda outra conclusao que fora raramente observada: os genes agem de forma a criar os 
fenotipos de um organismo por meio de sua capacidade de agir localmente, ao influenciar o 
comportamento de suas celulas individuals. A alternativa - de que um linico conjunto de 
genes, situado em um sitio anatomico unico no organismo, controla o desenvolvimento e a 
fisiologia de todo o organismo — e hoje desacreditada. 


Descobriu-se que a regra de cromossomos pareados e similares era infringida por alguns 
cromossomos sexuais. Nas celulas das femeas dos mami'feros placentarios (em que o desen¬ 
volvimento do embriao e mantido primariamente pela placenta), existem dois cromossomos 
X similares, os quais se comportam como os demais cromossomos das celulas das femeas - os 
cromossomos nao-sexuais, freqiientemente chamados de autossomos. Porem, nos machos, 
um cromossomo X forma par com um cromossomo Y, o qual e menor e transporta um 
conjunto muito menor de genes. Em humanos, acredita-se que o cromossomo X carrega cerca 
de 900 genes, em compara^ao com os 78 diferentes genes no cromossomo Y, os quais, devido a 
redundancia, espedficam somente 27 proteinas diferentes (Figura 1.9). 

Essa assimetria na configura^ao dos cromossomos sexuais coloca os machos em desvantagem 
biologica. Muitos dos cerca de 900 genes no cromossomo X sao vitais ao desenvolvimento e 
a fun^ao normal do organismo. A dupla redundancia criada pelos cromossomos X pareados 



Figura 1.8 Localizagao dos genes ao longo 
dos cromossomos (A) A estrutura fisica dos 
cromossomos de Drosophila pode ser 
mapeada tirando proveito dos cromossomos 
das glandulas salivares da mosca, que 
exibem padroes de bandas resultantes da 
alternagao de regioes cromossomicas Claras 
(esparsas) e escuras (condensadas) (aba/xo). 
Independentemente, cruzamentos geneticos 
indicaram as localizagoes cromossomicas 
relativas de centenas de diferentes locos 
geneticos ao longo de mapas geneticos 
lineares (ac/ma). As localizagoes desses 
locos foram depois alinhadas com mapas 
fisicos de bandas, como o aqui mostrado 
para o inicio do brago esquerdo do 
Cromossomo 1 de Drosophila. (B) A 
disponibilidade de sondas de DNA que 
hibridizam especificamente a varies genes 
torna hoje possivel a localizagao de genes ao 
longo de um cromossomo pela marcagao de 
cada sonda com um corante fluorescente 
especifico ou uma combinagao de corantes. 
Aqui, usando a tecnica de hibridizagao in situ 
por fluorescencia (FISH), em cromossomos 
em metafase, seis diferentes genes foram 
localizados em varies sifios ao longo do 
Cromossomo 5 humano. (Ha dois pontos 
para cada gene porque os cromossomos 
estao presentes em forma duplicada durante 
a metafase na mifose.) (A, corfesia de M. 
Singer e R Berg, Genes and Genomes, Mill 
Valley, CA: University Science Books, 1991, 
como tirade de C. B. Bridges, J. Heredity 
26:60, 1935; B, cortesia de David C. Ward.) 
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Figure 1.9 Mapas fisicos dos cromossomos 
sexuais humanos (A) Os cromossomos X e Y 
humanos, aqui mostrados em uma 
micrografia eletronica de varredura, assim 
como os 22 autossomos (cromossomos nao- 
sexuais) restantes, foram submetidos a 
sequenciamento no Projeto do Genoma 
Flumano. (B) Isso permitiu que os mapas 
citoldgicos destes cromossomos 
(determinados pelo exame microscopico de 
cromossomos corados na metafase) fossem 
combinados com a sequencia detalhada do 
DNA. Observe que o brago curto de urn 
cromossomo humano e o brago “p”, 
enquanto o brago longo e o brago "q". Cada 
cromossomo foi dividido em regides com 
base no padrao de bandas observado, e 
diferentes genes foram atribuidos a cada 
regiao cromossdmica com base nas analises 
de sequencias (histogramas a direita de cada 
cromossomo). Genes identificados sao 
barras cheias (vermelho), enquanto 
sequencias que parecem codificar genes 
ainda a ser identificados sao barras abertas. 
0 cromossomo Y humano tern —57 
megabases (Mb) de extensao, ao passo que 
0 cromossomo X tern —155 Mb. (A, cortesia 
de Indigo® Instruments; B, cortesia de The 
Wellcome Trust Sanger Institute.) 
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assegura uma biologia mais robusta. Se a copia de um gene em um dos cromossomos X e 
defeituosa (i.e., um alelo mutante nao-funcional), existem chances de que a segunda copia do 
gene no outro cromossomo X continue a realizar a tarefa do gene, assegurando uma fungao 
biologica normal. Os machos nao possuem esse sistema genetico a prova de falhas em sens 
cromossomos sexuais. Uma das conseqiiencias mais benignas desse fato e o daltonismo, que afeta 
machos freqiientemente e femeas com pouca freqiiencia, devido a localizagao, no cromossomo X, 
dos genes que codificam as protemas que detectam as cores na retina. Contudo, essa disparidade 
entre os generos e abrandada em certa extensao pela natureza (Barra lateral 1.2). 

O daltonismo revela a vantagem de ter duas copias genicas redundantes a fim de assegurar 
que a fungao biologica seja mantida. Se uma copia for perdida devido a inativagao por muta- 
gao, a copia genica sobrevivente e muitas vezes capaz de especificar um fenotipo tipo selva- 
gem. Tal redundancia funcional opera na grande maioria dos genes carregados pelos autosso¬ 
mos. Como veremos posteriormente, essa dinamica executa um importante papel no desen- 
volvimento do cancer, uma vez que virtualmente todos os genes que operam na prevengao da 
proliferagao fora de controle das celulas estao presentes em duas copias redundantes em nos- 
sas celulas, as quais devem ser perdidas para que suas fungoes supressoras de crescimento 
sejam perdidas e ocorra a proliferagao de celulas malignas. 


1.4 Os cromossomos estao alterados na maioria dos tipos 
de celulas cancerosas 


Os genes individuals sao pequenos demais para serem vistos em um microscopio optico, e 
mutagoes sutis em um gene sao ainda menores. Conseqiientemente, a maioria das mutagoes 
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Barra lateral 1.2 As celulas femininas podem obter informa 96 es apenas de cromossomos X 
linicos Na representa^ao mais simples do comportamento dos cromossomos sexuais, cada celula 
masculina depende da informa^ao transportada por seu cromossomo X linico, enquanto cada 
celula feminina e capaz de consultar seus dois cromossomos X. Devido ao grande numero de 
genes existente no cromossomo X, essa disparidade criaria diferen^as fisiologicas substanciais 
entre celulas masculinas e femininas, visto que as femeas expressariam geralmente em dobro 
cada um dos produtos especiflcados pelos genes em seus cromossomos X. Esse problema e resol- 
vido pelo mecanismo de inativa^ao do X. Cedo na embriogenese, um dos dois cromossomos X 
e inativado ao acaso em cada uma das celulas de um embriao feminino. Essa inativa^ao ocasiona 
o silenciamento funcional de quase todos os genes nesse cromossomo e a condensa^ao desse 
cromossomo em uma pequena parti'cula denominada corpusculo de Barr (Figura 1.10). Subse- 
qiientemente, todos os descendentes de uma celula que escolheu inativar um cromossomo X 
especi'fico herdarao tal padrao de inativa^ao cromossomica e continuarao, portanto, a carregar o 
mesmo cromossomo X inativado. Dessa maneira, a vantagem feminina de carregar copias re¬ 
dundances de genes associados ao cromossomo X e apenas parcial. 


Figura 1,10 Cromossomos X oomo corpusculos de Barr Um dos dois 
cromossomos X em cada celula e inativado ao acaso nas celulas de embrioes 
femininos precoces, e permanece inativado em todos os descendentes llneares. 

Ele e visivel nos nucleos Interfasicos, nos quals permanece condensado e 
assoclado a membrana nuclear {seta branca). (De B. R Chadwick et al., Semin. Cell 
Dev. Biol. 14:359-367, 2003.) 



que desempenha um papel no cancer nao pode ser visualizada por meio de um microscopio. 
Contudo, o exame dos cromossomos pelo microscopio optico pode fornecer evidencias de 
alteragoes em grande escala no genoma da celula. Na verdade, tais alteragoes foram observa- 
das ja em 1914, especialmente nas celulas cancerosas. 

Hoje sabemos que as celulas cancerosas freqiientemente apresentam cromossomos com 
estruturas aberrantes de varios tipos, perda de cromossomos inteiros, presenqa de copias 
extra de outros cromossomos e fusao do brago de um cromossomo com parte de outro. 
Essas mudan^as na configuragao cromossomica em geral ampliam nossa concepgao de 
como as mutagoes podem afetar o genoma: uma vez que alteragoes na estrutura cromos¬ 
somica geral e no numero tambem constituem tipos de mudanqas geneticas, tais mudan- 
gas devem ser consideradas conseqiiencias das mutagoes (veja a Barra lateral 1.3). E, o 
mais importante, os cromossomos aberrantes inicialmente vistos nas celulas cancerosas 
forneceram o primeiro indi'cio de que essas celulas poderiam ser geneticamente aberran¬ 
tes, ou seja, de que eram mutantes. 

A configuragao normal dos cromossomos e geralmente denominada estado cariotfpico 
euploide. A euploidia implica que cada um dos autossomos esta presente em pares nor- 
malmente estruturados, e que os cromossomos X e Y estao presentes em numero apro- 
priado para o sexo do indivfduo que os carrega. Como mencionado anteriormente, a 
divergencia do cariotipo euploide - estado denominado aneuploidia — e observada em 
muitas celulas cancerosas. Com freqtiencia, essa aneuploidia e uma mera conseqtiencia 
do caos geral que prevalece em uma celula cancerosa. Porem, essa conexao entre aneu¬ 
ploidia e proliferagao de celulas malignas tambem faz alusao a um tema ao qual retorna- 
remos repetidamente neste livro: a aquisigao de copias extra de um cromossomo ou a 
perda de outro pode criar uma configuragao genetica que de alguma maneira beneficia a 
celula cancerosa e seu programa de proliferagao fora de controle. 


1.5 As muta^oes que causam cancer ocorrem tan to 
na linhagem germinativa como na somatica 

Como as mutagoes alteram o conteudo da informagao dos genes, os alelos mutantes de um 
gene podem ser passados do progenitor a descendencia. Diz-se que essa transmissao de uma 
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Barra lateral 1.3 As cdulas cancerosas sao geralmente aneuploides 
A presen^a de cromossomos com estruturas anormais e mudan^as no 
mimero cromossomico forneceram o primeiro indi'cio, no im'cio do 
seculo XX, de que mudan^as no genotipo celular geralmente acom- 


panham e talvez causem a prolifera 9 ao descontrolada de celulas ma- 
lignas. Essas divergencias do cariotipo euploide normal podem ser 
classificadas em uma serie de categorias. Cromossomos que parecem 
ser estruturalmente normals podem se acumular em copias extra, che- 



Figura 1.11 Complementos cromossomicos normals e anormais 
(A) A coloragao de cromossomos em metafase revela urn padrao 
caracteristico de bandas Claras e escuras para cada cromossomo. 
0 arranjo complete dos cromossomos humanos e aqui indicado 
esquematicamente. (B) As tecnicas de analise espectral do 
cariotipo (SKY) e hibridizagao in situ por fluorescencia da banda M 
(mFISH) permitem a urn especiallsta “pintar” Individualmente cada 
cromossomo humane em metafase com uma cor diferente (pela 
hibridizagao de sondas de DNA cromossomo-especificas 
marcadas com varies corantes fluorescentes para os 
cromossomos). As cores reals, de imagens como essas, sao 
geradas por computador. E apresentado o caribtipo diploide de 
uma celula humana normal. (C) Cariotipo aneuploide de uma celula 


de cancer de mama humano, em que alguns cromossomos estao 
presentes em numero inadequado e em que translocagoes (trocas 
de segmentos entre cromossomos) sao visiveis. (D) Aqui, usou-se a 
tecnica de mFISFI para marcar sub-regioes intracromossomicas 
com corantes fluorescentes especificos, mostrando que uma 
grande porgao de urn brago do Cromossomo 5 humano normal 
(direita) foi invertida {esquerda); estas sao de uma celula de urn 
operario que havia sido exposto a plutonio na industria de armas 
nucleares da antiga Uniao Sovietica. (A, adaptada de U. Francke, 
Cytogenet. Cell Genet. 31:24-32, 1981; B, de E. Schrdek et al.. 
Science 273:494-497, 1996. © AAAS; C, cortesia de J. M. Davidson 
e R A. W. Edwards; D, de M. R Flande et al., Am. J. Hum. Genet. 
72:1162-1170, 2003.) 
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gando a tres, quatro ou mesmo mais copias de cada cromossomo por 
niicleo de celula cancerosa (Figura 1.11); tais divergencias do niimero 
cromossomico normal sao manifesta^oes de aneuploidia. 
Alternativamente, os cromossomos podem softer mudan^as em sua 
estrutura. Um segmento pode ser separado de um bra^o cromossomi¬ 
co e se fusionar ao bra^o de outro cromossomo, resultando em uma 
transloca 9 ao cromossomica (Figura 1.11C). Alternativamente, seg- 
mentos cromossomicos podem ser trocados entre cromossomos de 
diferentes pares de cromossomos, resultando em transIoca 96 es reci- 
procas. Um segmento cromossomico pode tambem se inverter, o que 
pode afetar a regula 9 ao de genes localizados perto de pontos de que- 
bra-e-fusao (Figura 1.1 ID). 

Um segmento de um cromossomo pode ser copiado muitas e muitas 
vezes, e as copias extra resultantes podem se fusionar no sentido cabe- 
9 a-cauda em longos arranjos dentro de um segmento cromossomico, 
o qual e denominado HSR (regiao homogeneamente corada; Figura 


1.12A). Um segmento tambem pode ser clivado de um cromossomo, 
se replicar como uma entidade extracromossomica autonoma e au- 
mentar seu numero de copias por niicleo, resultando no aparecimen- 
to de fragmentos subcromossomicos denominados DMs (minutos du- 
plos; Figura 1.12B). Essas duas ultimas altera 96 es provocam o au- 
mento do numero de copias de genes existentes em tais segmentos, 
resultando em amplifica 9 ao genica. As vezes, ambos os tipos de am- 
plifica 9 ao coexistem na mesma celula (Figura 1.12C). As amplifi- 
CcLqoes genicas podem favorecer a multiplica 9 ao das celulas cance- 
rosas pelo aumento do numero de copias de genes promotores de 
crescimento. 

Em alguns casos, certos genes inibidores de crescimento podem ser 
descartados pelas celulas cancerosas durante seu desenvolvimento. For 
exemplo, quando um segmento no meio de um bra 90 cromossomico 
e descartado e as regioes cromossomicas flanqueadoras se unem, isso 
resulta em uma dele 9 ao intersticial (Figura 1.12D). 
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Figura 1.12 Aumentos e decrescimos no numero de copias de segmentos cromossomicos (A) 
A coloragao de Giemsa pode revelar mudangas no padrao normal de bandas das regioes 
cromossomicas. Uma regiao homogeneamente corada (FISR) ocorre devido a repetidos ciclos 
de reduplicagao de um segmento cromossomico, produzindo muitas copias enfileiradas desse 
segmento e a concomitante amplificagao (aumento) do numero de copias de seus genes. Ve- 
se, aqui, uma FISR observada em uma linhagem celular de carcinoma hepatocelular. (B) 
Cromossomos minutos duplos (DMs) derivam de segmentos cromossomicos que se 
quebraram de seus sitios originals e sofreram repetidas replicagoes como elementos 
extracromossomicos; assim como as cromatides de cromossomos normals, essas estruturas 
sao duplicadas durante a metafase da mitose. Sao mostradas celulas de cancer de mama de 
camundongo que apresentam copias amplificadas do oncogene HER2/Neu localizadas em 
DMs (manchas amarelas) que nao estao associados aos cromossomos [vermelho) nessas 
celulas. Os DMs foram detectados usando a tecnica de FISFI com uma sonda reativa contra 
esse oncogene. (C) Ocasionalmente, pode-se encontrar um gene amplificado tanto em uma 
regiao homogeneamente corada (dentro de um cromossomo) como em minutos duplos. Aqui, 
a analise de celulas COLO320, uma linhagem de celulas de tumores neuroendocrinos 
humanos, revela multiplas cbpias do oncogene myc (amarelo), que estudaremos no Capitulo 8, 
em meio aos cromossomos (vermelho). A seta indica uma FISR, enquanto muitas duzias de 
DMs sao evidentes. (D) 0 uso da tecnica de mFISFI revelou que um segmento dentro do 
Cromossomo 5 humano normal (direita) foi deletado (uma delegao intersticial) apos frequente 
exposigao a radiagao vinda de plutonio (setas emparelhadas, esquerda). (A, de J-M. Wen et at, 
Cancer Genet. Cytogenet 135:91-95, 2002; B, de C. Montagna et at, Oncogene 21:890-898, 
2002; C, de N. Shimizu et al., J. Cell Biol. 140:1307-1320, 1998; D, de M. R Flande et at, Am. J. 
Hum. Genet. 72:1162-1170, 2003.) 
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gera^ao a seguinte, possfvel gramas as celulas germinativas (espermatozoide e ovulo), ocorre 
via linhagem germinativa. Significativamente, a transmissao, via linhagem germinativa, de 
um alelo mutante recentemente criado em um organismo a sua descendencia pode ocorrer 
somente se uma pre-condi^ao for obedecida: a muta^ao correspondente deve afetar um gene 
carregado no genoma de um espermatozoide ou ovulo ou no genoma de um dos tipos celu- 
lares que sao precursores imediatos do espermatozoide ou ovulo dentro das gonadas. As 
muta 96 es que afetam os genomas de celulas em todas as outras partes do corpo — que consti- 
tuem o soma — podem muito bem afetar as celulas especi'ficas nas quais tais muta^oes ocor- 
rem, mas nao terao qualquer chance de transmissao a descendencia do organismo. Tais mu- 
ta^oes somaticas nao podem ser incorporadas aos vefculos da transmissao genetica de gera- 
9 ao a gera^ao - os cromossomos de espermatozoides e ovulos. 

As muta^oes somaticas sao de importancia vital para o processo de forma^ao do cancer. 
Como descrito repetidamente ao longo deste livro, uma muta^ao somatica pode afetar o 
comportamento da celula em que ocorre e pode, por meio de repetidos ciclos de multiplica- 
9 ao e divisao celular, ser passada a todas as celulas descendentes dentro de um tecido. Diz-se 
que esses descendentes diretos de uma linica celula progenitora, os quais podem em ultima 
analise ser em mimero de milhoes ou mesmo bilboes, constituem um clone de celulas, em 
que a ancestralidade de todos os membros deste grupo de celulas remonta diretamente a 
celula linica em que a muta^ao originalmente ocorreu. 


Figura 1.13 Clonagem e integridade 
genomioa No procedimento de clonagem 
reprodutiva, remove-se o nucleo de um ovulo 
nao-fertilizado e, em seu lugar, e introduzido o 
nucleo de uma celula somatica. Apos, a 
celula diploide resultante, formalmente 
equivalente a um ovulo fertlllzado, e Induzida 
a divisao, gerando um embriao que pode 
entao ser Implantado no litero de uma mae 
adotiva e pode se desenvolver em um recem- 
nascldo. A geragao bem-sucedida de um 
recem-nascldo saudavel demonstra que a 
celula somatica doadora carregava o 
genoma da especle em forma funclonal e 
essenclalmente Intacta. 



( celulas preparadas 
da glandula mamarla 


Barra lateral 1.4 A clonagem reprodutiva demonstra a extraordinaria eficiencia da ma- 
quinaria de reparo A eficiencia da complexa maquinaria que repara o DNA (veja o Capi- 
tulo 12), a resultante supressao de mutagoes somaticas e a conseqiiente integridade dos 
genomas das celulas somaticas foram demonstradas, de forma dramatica, pelo sucesso da 
clonagem animal nos liltimos anos. No caso bastante celebrado da ovelha Dolly, foram 
retiradas celulas do tecido mamario de sua “mae”, removeram-se os micleos dessas celulas, 
e esses micleos foram, entao, implantados em celulas-ovo (ovocitos) cujos micleos haviam 
sido previamente eliminados. As celulas resultantes, que continham micleos do doador e 
citoplasma do ovulo do receptor, foram entao induzidas a proliferagao, para a formagao 
de embrioes (Figura 1.13). O fato de que uma ovelha (Dolly) essenclalmente normal 
nasceu muitos meses depois, tendo se desenvolvido a partir de um desses embrioes, de- 
monstrou que o genoma de uma das celulas da glandula mamaria de sua mae nao carrega¬ 
va mutagoes que comprometessem o desenvolvimento embrionario normal. 

A integridade imph'cita no genoma das celulas mamarias da mae de Dolly chama a aten- 
gao para a vida da mae, especificamente como ela se desenvolveu a partir de um embriao. 
Durante este desenvolvimento, o genoma do ovulo fertilizado destinado a se desenvolver den¬ 
tro da mae de Dolly foi copiado e recopiado dezenas de vezes durante os ciclos de multiplica- 
gao e divisao celular que intervieram entre a formagao inicial do ovulo fertilizado e a forma¬ 
gao, muitos meses depois, do tecido mamario materno. Esse processo de recopia, envolvendo 
a replicagao de DNA e uma maquinaria de reparo que operaram para eliminar as seqiiencias 
de DNA mutante, foi altamente eficiente na preservagao de um genoma intacto de celula 
somatica, o qual foi capaz de programar o desenvolvimento normal do organismo. 
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Uma elaborada maquinaria de reparo celular dentro de cada celula continuamente monitora 
o genoma da celula e, com grande eficiencia, remove e elimina seqiiencias mutantes, substi- 
tuindo-as por seqiiencias tipo selvagens adequadas (veja a Barra lateral 1.4; no Capi'tulo 12, 
examinaremos essa maquinaria de reparo em profundidade). Essa maquinaria mantem a in- 
tegridade genomica ao minimizar o mimero de muta^oes que atacam o genoma e sao assim 
perpetuadas pela transmissao as celulas descendentes. Contudo, nenhum sistema de detec^ao 
de danos e reparo e infab'vel. Alguns erros na seqiiencia genetica escapam a seu exame minu- 
cioso, acabam se fixando no genoma da celula, sao copiados em novas moleculas de DNA e 
sao, dessa forma, transmitidos como muta^oes as celulas da progenie. Nesse sentido, muitas 
mutafoes que se acumulam no genoma representam conseqtiencias de omissoes ocasionais 
feitas pela maquinaria de reparo. Todavia, outras sao o resultado de danos catastroficos ao 
genoma, excedendo a capacidade da maquinaria de reparo. 


1.6 


O genotipo incorporado nas seqiiencias 
cria o fenotipo por meio das protefnas 


de DNA 


Os genes estudados na genetica mendeliana sao essencialmente abstra^oes matematicas. A 
genetica mendeliana explica sua transmissao, mas nao esclarece como os genes criam os feno- 
tipos celulares e do organismo. As caracterfsticas fenoti'picas podem variar de tra^os compor- 
tamentais complexos e geneticamente moldados, a morfologia (aspecto, forma) de celulas e 
organelas subcelulares e a bioqui'mica do metabolismo celular. Essa incognita de como o 
genotipo cria o fenotipo representou o principal problema da biologia do seculo XX. Na 
verdade, tentativas de estabelecer uma conexao entre os dois se transformaram na obsessao de 
muitos biologos moleculares durante a segunda metade do seculo XX e assim continuam no 
seculo XXI, pois ainda possufmos um entendimento incompleto de como o genotipo in- 
fluencia o fenotipo. 


A biologia molecular forneceu o arcaboufo conceitual basico para o entendimento dessa 
conexao. Em 1944, provou-se que o DNA era a entidade qui'mica na qual a informa 9 ao 
genetica das celulas e transportada. Nove anos depois, Watson e Crick elucidaram a estrutura 
em dupla helice do DNA. Doze anos apos isso, em 1965, ficou claro que as seqiiencias nas 
bases da dupla helice do DNA determinam exatamente a seqiiencia de aminoacidos nas 
protemas. A estrutura unica e a fun^ao de cada tipo de proteina na celula sao determinadas 
por sua seqiiencia de aminoacidos. Portanto, a especifica^ao da seqiiencia de aminoacidos, 
que e realizada pelas seqiiencias de bases no DNA, prove quase toda a informa^ao necessaria 
a constru^ao de uma proteina. 


Uma vez sintetizadas nas celulas, as proteinas continuam a criar o fenotipo, e o fazem de 
varias formas. Elas podem se agrupar dentro da celula e criar estruturas complexas, as quais 
sao, com freqiiencia, denominadas componentes da citoarquitetura celular ou, mais especi- 
ficamente, do citoesqueleto (Figura 1.14A, B). Quando secretada no espafo entre as celulas, 
a estrutura complexa e freqiientemente denominada matriz extracelular (ECM); ela liga as 
celulas, permitindo-lhes formar tecidos complexos (Figura 1.14C, D). Como veremos poste- 
riormente, a estrutura da ECM e muitas vezes perturbada pelas celulas cancerosas malignas, 
permitindo-lhes migrar para locals dentro de um tecido e do organismo que sao normalmen- 
te proibidos a elas. 


Muitas protemas funcionam como enzimas que catalisam as milhares de reafoes bioquimicas que, 
juntas, sao denominadas metabolismo intermediario; sem a interven^ao ativa das enzimas, pou- 
cas dessas rea 96 es ocorreriam espontaneamente. As protemas tambem sao capazes de se contrair e 
criar movimentos celulares (mobilidade; Figura 1.15), bem como contra^ao muscular. A mobili- 
dade celular tambem parece exercer um papel no desenvolvimento do cancer, ao permitir que as 
celulas cancerosas se espalhem pelos tecidos e migrem para orgaos distantes. 


E, o mais importante para o processo de forma^ao do cancer, as protemas podem levar sinais 
entre as celulas, de modo a possibilitar que tecidos complexos mantenham os mimeros ade- 
quados dos tipos celulares constituintes. No interior de celulas individuals, certas proteinas 
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Figura 1.14 Estrutura intraoelular e 
extracelular (A) 0 citoesqueleto e montado 
a partir de complexas redes de filamentos 
intermediarios, actina e microtubulos. 
Juntos, eles geram o formato da celula e 
possibilitam seu movimento. (B) Aqui, urn 
importante filamento intermediario das 
celulas epiteliais - queratina - e detectado 
usando urn anticorpo antiqueratina- 
especifico {verde). Os limites das celulas 
sao marcados com urn segundo anticorpo, 
que reage com uma proteina de membrana 
plasmatica {azul). (C) As celulas secretam 
urn conjunto diverse de proteinas, as quals 
se agrupam na matriz extracelular (ECM). 
Uma micrografla eletronica de varredura 
revela a complexa malha de fibres de 
colageno, gllcoproteinas, hialuronano e 
proteogileanos, em que estao incrustados 
os fibroblastos (celulas do tecldo 
conjuntivo). (D) Celula da linhagem celular 
NIH 3T3, extensivamente usada na blologla 
de celulas cancerosas, em melo a uma 
rede de fibres de flbronectlna {verde) da 
ECM. Os pontos de llgagao celular a 
flbronectlna sao mediados por receptores 
de Integrina na superficle celular {laranja, 
amarelo). (A, cortesla de Colin Smith; B, 
cortesla de Kathleen Green e Evangeline 
Amargo; C, de T. Nishlda et al.. Invest. 
Ophthalmol. Vis. Sol. 29:1887-1890, 1988. 

© Association for Research in Vision and 
Ophthalmology; D, de E. Cukierman et al., 
Curr Opin. Cell Biol. 14:633-639, 2002.) 





recebem sinais de uma fonte, processam esses sinais e passam-nos para outra protei'na dentro 
da celula; tais fungoes de processamento de sinal, freqiientemente denominadas transdugao 
de sinal intracelular, tambem sao essenciais a criagao dos canceres, uma vez que muitos feno- 
tipos de multiplicagao anormal das celulas cancerosas resultam do funcionamento aberrance 
de moleculas transdutoras de sinal intracelular. 

A versatilidade funcional das proteinas torna evidence que quase todos os aspectos do fenoti- 
po da celula e do organismo podem ser criados pelas agoes das proteinas. Uma vez percebido 
isso, podemos descrever o genotipo e o fenotipo em termos moleculares mais simples: o 
genotipo reside nas seqiiencias de bases no DNA, enquanto o fenotipo deriva das agoes das 
proteinas. (Na verdade, essa descrigao e simplista, pois ignora o importante papel das mole¬ 
culas de RNA como intermediarios entre as seqiiencias de DNA e a estrutura de proteinas, e 
as capacidades recentemente descobertas de certas moleculas de RNA de funcionar como 
enzimas e como reguladores da expressao de certos genes.) 

Nas complexas celulas eucarioticas dos animals, tal como nas celulas procarioticas mais sim¬ 
ples das bacterias, as seqiiencias de DNA sao copiadas em moleculas de RNA no processo 
denominado transcrigao; diz-se que um gene que esta sendo transcrito e ativamente expres- 
so, ao passo que um gene que nao esta sendo transcrito e freqiientemente considerado repri- 
mido. Na versao mais simples da transcrigao, a transcrigao de um gene produz uma molecula 
de RNA de extensao comparavel ao proprio gene. Uma vez sintetizadas, as seqiiencias de 
bases na molecula de RNA sao traduzidas pelas fabricas que sintetizam proteinas na celula, 
os ribossomos, em uma seqiiencia de aminoacidos. A macromolecula resultante, que pode 
ter centenas ou mesmo milhares de aminoacidos de extensao, dobra-se em uma configuragao 
tridimensional linica e torna-se uma proteina funcional (Figura 1.16). 
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A modifica^ao pos-traducional da protei'na inicialmente sintetizada pode resultar na liga^ao 
covalente de certos grupos qufmicos a residues especi'ficos de aminoacidos na cadeia protei- 
ca; entre essas modifica 96 es estao, notavelmente, fosfatos, cadeias laterals de a 9 ucares com¬ 
plexes e grupos acetate (veja a Barra lateral 1.5). Uma igualmente importante modifica^ao 
pos-traducional envolve a clivagem de uma protei'na por uma segunda protei'na denominada 
protease, que tern a capacidade de cottar cadeias de aminoacidos em certos si'tios. Portanto, 
a forma final e madura de uma cadeia proteica pode center muito menos residues de aminoa¬ 
cidos do que os presentes na protei'na inicialmente sintetizada. Em seguida a sua si'ntese, 
muitas protelnas sao enviadas a locais especi'ficos dentro da celula ou sao exportadas da celula 
via processo de secre^ao. 


Figura 1.15 Motilidade da celula (A) 0 
movimento de celulas individuals pode ser 
observado em uma placa de culture, em 
que sues localizagoes sao tragadas em 
intervalos e eletronicamente marcadas. 

Essa imagem traga o movimento de uma 
celula endotelial vascular humane (o tipo 
celular que forma o revestimento dos vasos 
sangulneos) em diregao a dels compostos 
atrativos localizados na parte de baixo - 
fator de crescimento endotelial vascular 
(VEGF) e esfingosina-1-fosfato (SIP). 
Sup6e-se que tal locomogao seja critica a 
formagao de novos vasos sangulneos 
dentro de urn tumor. Cada ponto representa 
uma posigao registrada em intervalos de 10 
min. Essa motilidade e possivel gragas a 
complexes redes de protelnas que formam 
os citoesqueletos das celulas. (B) Aqui ve- 
se a rede de filamentos de actina agrupada 
na extremidade llder de uma celula movel. 
(C) A celula avangando e urn queratocito de 
peixe; sua extremidade llder {verde) e 
empurrada para a frente pela rede de 
filamentos de actina. (A, cortesia de C. 
Eurman e F. Gertler; B e C, de T. Svitkina e 
G. Borisy, J. Cell Biol. 145:1009-1026, 1999. 
© The Rockefeller University Press.) 




50 nm 


Figura 1.16 Estruturas de protelnas e 
grupos multiproteicos (A) A estrutura 
tridimensional de parte da fibronectina, uma 
importante protelna de matriz extracelular 
(veja a Figura 1.14), pode ser representada 
como urn diagrama de fitas (esquerda), que 
ilustra 0 caminho tornado pela cadeia de 
aminoacidos que compoe essa protelna; 
alternativamente, em urn modelo de espago 
preenchido (d/re/fa), sao indicadas as 
posigoes dos atomos individuals. Urn 
domlnio de fibronectina e composto de 
quatro diferentes domlnios, similarmente 
estruturados, os quais sao mostrados em 
cores diferentes. (B) As fibras de actina 
{esquerda), que constituem urn importante 
componente do citoesqueleto (veja as 
Figures 1.14 e 1.15), sao compostas de 
grupos de moleculas proteicas individuals, 
cada qual ilustrado como urn diferente 
corpo de dois lobulos [dlrelta). (A, adaptado 
de D. J. Leahy, I. Aukhil e FI. R Erickson, Cell 
84:155-164, 1996; B, {esquerda) cortesia de 
Roger Craig, {dlrelta) de B. Alberts et al.. 
Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New 
York: Garland Science, 2002.) 
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Figura 1.17 Processamento de pre-mRNA 
(A) Ao sintetizar uma copia de RNA 
complementar a uma das duas fitas de 
DNA de um gene, a RNA polimerase II cria 
uma molecula de RNA nuclear heterogeneo 
(hnRNA) {vermelho e azul). As moleculas de 
hnRNA que sao processadas em mRNAs 
sao denominadas pre-mRNA. A remogao 
progressiva dos Introns {vermelho) leva a 
um mRNA processado contendo apenas 
exons {azul). (B) Uma dada molecula de 
pre-mRNA pode ser processada de varias 
formas alternativas, gerando diferentes 
mRNAs, que podem codificar diferentes 
moleculas proteicas. Estao aqui ilustrados 
os padroes de splicing alternativo tecido- 
especifico da molecula de pre-mRNA da a- 
tropomiosina, cujos produtos de mRNA 
especificam importantes componentes da 
contratilidade (e, portanto, dos musculos) 
celular. Neste caso, os Introns sao 
indicados como sinais de interpolagao 
pretos, enquanto os exons sao indicados 
como retangulos azuls. (B, adaptado de B. 
Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 
4th ed. New York: Garland Science, 2002.) 
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Nas celulas eucarioticas — o principal assunto deste livro — a smtese de RNA e um processo 
complexo por si so. Uma molecula de RNA transcrita a partir de seu gene parental pode 
inicialmente ser tao extensa quanto o gene. Contudo, logo apos sua smtese, segmentos da 
molecula de RNA, alguns muito pequenos e outros imensos, serao clivados da molecula 
inicialmente sintetizada. Esses segmentos, denominados mtrons, sao logo desprezados e, con- 
seqiientemente, nao tern impacto sobre a subseqiiente capacidade codificante da molecula de 
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RNA (Figura 1.17). (Na verdade, essa edi^ao das seqiiencias de uma molecula de RNA pode 
ocorrer enquanto ela ainda esta sendo sintetizada em seu molde de DNA.) 

Existem, flanqueando cada Intron, duas seqiiencias retidas, os exons, os quais sao fusionados 
durante esse evento de splicing. A molecula de RNA inicialmente sintetizada e seus derivados 
encontrados em varios estagios do splicing, juntamente com transcritos de RNA nuclear sen¬ 
do processados de outros genes, constituem, coletivamente, o hnRNA (RNA nuclear hetero- 
geneo). O produto final dessas modifica^oes pos-transcricionais pode ser uma molecula de 
RNA que e somente uma pequena fra^ao da extensao de seu precursor de hnRNA inicial¬ 
mente sintetizado. E provavel que essa molecula final de RNA maduro seja exportada ao 
citoplasma, no qual, como uma molecula de mRNA (RNA mensageiro), serve de molde aos 
ribossomos que reunem os aminoacidos que formam as protemas. (O termo pre-mRNAs e 
muitas vezes usado para designar aqueles hnRNAs que, sabe-se, sao precursores de RNAs 
citoplasmaticos.) Alguns mRNAs maduros podem ter menos de 1% da extensao de seu pre¬ 
cursor de pre-mRNA. A complexidade da modifica 9 ao pos-transcricional do RNA e da mo- 
difica^ao pos-traducional das protemas gera um enorme conjunto de diferentes especies pro- 
teicas dentro da celula (Barra lateral 1.5). 


1.7 Os padroes de expressao genica tambem controlam 
o fenotipo 

Os cerca de 22.000 genes no genoma mamffero, atuando de forma combinatoria nas celulas 
individuals, podem criar os extraordinariamente complexes fenotipos do corpo de um mami'fero. 
Um objetivo central da biologia do seculo XXI e relacionar o funcionamento desse grande reper- 
torio de genes com a fisiologia do organismo, a biologia do desenvolvimento e o desenvolvimento 
das doen^as. A complexidade desse problema e ilustrada pelo fato de que existem pelo menos 
varias centenas de diferentes tipos celulares dentro do corpo de um mami'fero, cada um com seu 
proprio comportamento, seu proprio metabolismo distinto e sua propria fisiologia. 

Essa complexidade e adquirida durante o processo de desenvolvimento do organismo, e seu estu- 
do e o campo de a^ao dos biologos do desenvolvimento. Eles se debatem com um problema que 


Barra lateral 1.5 Quantas protemas diferentes podem ser encontra- 
das no corpo humano? Embora alguns tenham se arriscado a estabe- 
lecer estimativas do mimero total de genes humanos (um pouco mais 
de 22 . 000 ), e diflcil extrapolar desse mimero para o mimero total de 
diferentes protemas codificadas no genoma humano. A estimativa mais 
simples parte da premissa de que cada gene codifica a estrutura de 
uma linica protema. Mas essa e uma suposi^ao ingenua, pois ignora o 
fato de que o transcrito de pre-mRNA derivado de um linico gene 
pode ser submetido a varios padroes de splicing alternativo, gerando 
mRNAs miiltiplos e diferentemente estruturados, muitos dos quais 
podem, por sua vez, codificar protemas distintas (veja a Figura 1.17). 
Assim, em algumas celulas, o splicing pode incluir certos exons na 
molecula de mRNA final a partir de um gene, enquanto em outras 
celulas esses exons podem estar ausentes. Tais padroes de splicing al¬ 
ternativo podem gerar mRNAs que possuem estruturas e seqiiencias 
codificadoras de protemas muito diferentes. Em um caso admitida- 
mente extremo, descobriu-se que um tinico gene de Drosophila e ca- 
paz de gerar 38.016 diferentes mRNAs, e, portanto, proteinas, por 
meio de varios splices alternativos de seu pre-mRNA; e provavel que 
genes que possuem padroes de splicing alternativo similarmente com- 
plexos tambem existam em nosso proprio genoma. 

Uma outra dimensao da complexidade deriva das modifica^oes 
pos-traducionais das proteinas. As proteinas exportadas a superficie 


celular ou liberadas em forma soliivel no espa^o extracelular sao ge- 
ralmente modificadas pela liga^ao de complexos ramos de moleculas 
de a^iicar durante o processo de glicosila 9 ao. As proteinas intracelu- 
lares freqiientemente sofrem outros tipos de modifica 96 es quimicas. 
As proteinas envolvidas na transdu 9 ao dos sinais que regem a prolife- 
ra 9 ao celular com freqiiencia sofrem fosforila 9 ao pela liga 9 ao cova- 
lente de grupos fosfato a residues dos aminoacidos serina, treonina 
ou tirosina. Similarmente, as histonas que enrolam o DNA e contro¬ 
lam seu acesso as RNA polimerases (que sintetizam hnRNA) estao 
sujeitas a acetila 9 ao, bem como a modifica 96 es pos-traducionais mais 
complexas. 

As cadeias polipeptidicas que formam as proteinas tambem po¬ 
dem softer clivagem em sitios especificos logo apos seu agrupamento 
inicial, muitas vezes gerando pequenas proteinas com fun 96 es nao 
aparentes nas proteinas precursoras nao-clivadas. Posteriormente, des- 
creveremos como certos sinais podem ser transmitidos atraves da ce¬ 
lula via uma cascata de enzimas que clivam proteinas denominadas 
proteases. Nesses casos, a proteina A pode clivar a proteina B, ativan- 
do sua atividade de protease previamente latente; uma vez ativada, a 
proteina B pode clivar a proteina C, e assim por diante. Em conjunto, 
o splicing alternativo e as modifica 96 es pos-traducionais das proteinas 
geram muito mais diferentes moleculas de proteinas do que o mime- 
ro aparente de genes no genoma humano. 
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e inerente a organiza^ao de todos os organismos multicelulares. Todas as celulas no corpo de um 
animal sao descendentes lineares de um ovulo ferrilizado. Alem disso, quase todas as celulas carre- 
gam genomas que sao copias razoavelmente precisas do genoma inicialmente presente nesse ovulo 
ferrilizado (veja a Barra lateral 1.4). O fato de que as celulas de todo o corpo sao fenotipicamente 
bastante distintas umas das outras (p. ex., uma celula de pele versus uma celula de cerebro), embo- 
ra sejam geneticamente identicas, cria esse problema central a biologia do desenvolvimento: como 
esses varios tipos celulares adquirem diferentes fenotipos, se eles carregam matrizes geneticas iden¬ 
ticas? A resposta, documentada em milhares de formas durante as tres decadas passadas, esta na 
leitura seletiva do genoma por diferentes tipos celulares (Figura 1.18). 

A medida que as celulas no embriao precoce passam por repetidos ciclos de crescimento e 
divisao, celulas localizadas em diferentes partes do embriao come^am a assumir fenotipos 
distintos, sendo esse o processo de diferencia^ao. As celulas em diferencia^ao se tornam 
comprometidas a format um tipo de tecido em vez de outro - por exemplo, intestine em 
oposi^ao a sistema nervoso. Ao mesmo tempo, elas mantem o mesmo conjunto de genes. Tal 
discrepancia leva a uma conclusao simples: mais cedo ou mais tarde, a diferencia^ao deve ser 
entendida no sentido dos conjuntos de genes que sao expresses (i.e., transcritos) em algumas 
celulas, mas nao em outras. 

Ao ser expresso em um tipo celular particular, um conjunto de genes dita a smtese de uma 
corte de protemas que colaboram para criar um fenotipo celular especifico. Conseqiiente- 


Figura 1.18 Exame global de arranjos de 
expressao genica 0 desenvolvimento dos 
microarranjos de expressao genica tornou 
possivel 0 exame dos niveis de expressao 
de centenas, e mesmo milhares, de genes 
dentro de um dado tipo de celula. Nesta 
imagem, niveis de expressao acima da 
media sao indicados como pequenas 
barras vermelhas, enquanto niveis abaixo 
da media sao indicados como pequenas 
barras verdes. Os mRNAs de 142 diferentes 
tumores humanos {arranjados da esquerda 
para a direita) foram analisados. Em cada 
caso, mediram-se os niveis de expressao 
de 1.800 genes humanos selecionados (de 
cima para baixo). Cada classe de tumores 
tern seu espectro caracteristico de genes 
expresses. Neste caso, um tumor de tipo 
desconhecido (marca amarela) foi 
considerado um cancer de pulmao, pois 
seu padrao de expressao genica era similar 
aos de uma serie de canceres de pulmao 
identificados. (Cortesia de R 0. Brown, D. 
Botstein e The Stanford Expression 
Collaborafion.) 
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mente, o fenotipo de cada tipo de celula diferenciada no corpo deve, em principio, ser com- 
preensi'vel em termos do subconjunto especffico de genes expresso naquele tipo celular. 

Os genes nas celulas mami'feras podem ser agrupados em duas classes gerais - os genes hou¬ 
sekeeping e os tecido-especfficos. Muitos genes codificam protei'nas universalmente requeri- 
das para manter a viabilidade de todos os tipos celulares em todo o corpo ou para desempe- 
nhar certas fun^oes biologicas comuns a todos os tipos celulares. Esses genes expressos em 
comum sao classificados como genes housekeeping. Em um dado tipo celular diferenciado, os 
genes housekeeping representam a grande maioria dos genes expressos. 

Uma minoria de genes dentro de uma celula diferenciada — os genes tecido-especfficos — 
se dedica a produ^ao de protefnas e, portanto, fenotipos especificamente associados a 
essa celula diferenciada. E possfvel, por exemplo, que dentro de um dado tipo celular 
diferenciado, 10.000 a 15.000 genes housekeeping sejam expressos, ao passo que menos 
de 1.000 genes tecido-especfficos sejam responsaveis pelas caracterfsticas distintas e dife- 
renciadas da celula. Por dedu^ao, em cada tipo de celula diferenciada, uma propor^ao 
significativa dos cerca de 20.000 genes no genoma nao e expressa, uma vez que eles nao 
sao necessarios nem ao programa especffico de diferencia^ao da celula nem para propo- 
sitos de sua manuten^ao geral. 


1.8 Os fatores de transcri^ao controlam a expressao genica 

A descri^ao anterior da diferencia^ao torna claro que grandes grupos de genes devem ser 
coordenadamente expressos, enquanto outros genes devem ser reprimidos, a fim de que as 
celulas exibam fenotipos complexes e tecido-especfficos. Essa coordena^ao da expressao e 
tarefa dos fatores de transcri^ao (TFs). Essas protefnas se ligam a seqiiencias especfficas de 
DNA presentes na regiao de controle de cada gene e determinam se o gene sera ou nao 
transcrito. O trecho especffico de seqiiencia de nucleotfdeos ao qual os TFs se ligam, freqiien- 
temente chamado de motivo de seqiiencia, costuma ser bastante curto, tendo tipicamente 5 
a 10 nucleotfdeos de extensao. De forma ainda nao completamente compreendida no nfvel 
molecular, alguns TFs dao a enzima RNA polimerase, responsavel pela execu^ao da transcri- 
^ao, acesso a um gene. Porem, outros TFs podem bloquear tal acesso e, assim, garantir que 
um gene seja transcricionalmente reprimido. 

A regiao de controle dentro de um gene contem uma serie de seqiiencias curtas de nucleotf¬ 
deos de DNA reconhecidas por alguns fatores de transcri 9 ao especializados, que passam a se 
ligar a elas e, entao, a exercer controle sobre o processo de transcri^ao (Figura 1.19). Portan¬ 
to, a presen^a ou ausencia dessas seqiiencias curtas de DNA (muitas vezes denominadas 
estimuladoras) determina se um fator de transcri^ao pode ou nao se ligar a regiao de controle 
de um gene e impor controle. Em geral, as seqiiencias de controle se situam imediatamente 
upstream ao sftio, dentro do gene, em que come^a a transcri 9 ao. Alem disso, uma regiao 
definida proxima ao sftio de infeio da transcri^ao, denominada promotor, esta ligada a RNA 
polimerase e e um agrupamento de fatores de transcri 9 ao gerais. Por conseguinte, um gene 
pode ser separado em duas regioes funcionalmente significativas - as seqiiencias de controle 
nao-transcritas e as seqiiencias transcritas, representadas pelas moleculas de pre-mRNA e 
mRNA. Em muitos genes, contudo, seqiiencias estimuladoras tambem podem estar espalha- 
das dentro da regiao transcrita do gene, com freqiiencia em fntrons. 

Os fatores de transcri^ao podem exercer muito poder, visto que um unico TF pode si- 
multaneamente afetar a expressao de um grande conjunto de genes responsivos downs¬ 
tream, cada um carregando, em seu promotor, as seqiiencias de reconhecimento (um 
estimulador) para o fator em questao. A capacidade de um linico TF (ou de um linico 
gene que especifica esse TF) de produzir mudan^as multiplas dentro de uma celula ou 
um organismo e geralmente denominada pleiotropia. No caso das celulas cancerosas, 
um TF que atua pleiotropicamente e esteja funcionando mal pode orquestrar, de forma 
simultanea, a expressao de um grande conjunto de genes responsivos que, juntos, pas¬ 
sam a criar o fenotipo da celula cancerosa. 
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Figura 1.19 Regulagao da expressao 
genica A regiao de controle de urn gene 
inclui segmentos especificos de DNA 
(verde-claro), aos quais se ligam proteinas 
reguladoras genicas conhecidas como 
fatores de transcrigao (TFs), geralmente 
como complexes multiproteicos. Alem 
disso, 0 promotor do gene {verde-escuro, 
amarelo) contem sequencias as quais a 
RNA polimerase II (pol II) pode se ligar com 
fatores de transcrigao gerais associados. 

Os fatores de transcrigao ligados podem 
influenciar a estrutura da cromatina 
(notavelmente as histonas, que empacotam 
0 DNA cromossomico), criando urn 
ambiente localizado que permite a pol II 
iniciar e estender urn transcrito de RNA 
(seta azut). (Os fatores de transcrigao 
gerais estao envolvidos na inicializagao da 
transcrigao de muitos genes ao longo do 
genoma, enquanto os fatores de 
transcrigao especializados estao envolvidos 
na regulagao da expressao de pequenos 
subconjuntos de genes.) Algumas 
sequencias reguladoras (as vezes 
denominadas estimuladoras) podem estar 
localizadas dentro da regiao transcrita de 
urn gene. (De B. Alberts et al., Molecular 
Biology of the Cell, 4th ed. New York: 
Garland Science, 2002.) 


regiao transcrita do gene 


A transcrigao da maioria dos genes depende das agoes de varies TFs distintos, que devem se 
acomodar juntos, cada um em seu sitio de seqiiencia apropriado (i.e., estimulador) ou proxi¬ 
mo do promoter do gene, e colaborar para ativar a expressao genica. Essas interagoes injetam 
outro elemento em nosso modo de pensar - que a expressao de um gene e, na maioria das 
vezes, resultado das agoes combinatorias de varies TFs. Portanto, a expressao coordenada de 
multiples genes dentro de uma celula, muitas vezes chamada de seu programa de expressao 
genica, depende das agoes de multiples TFs atuando de forma combinada sobre um grande 
numero de promo to res genicos. 


1.9 Os metazoarios sao formados por componentes conservados 
durante imensos periodos do tempo evolutivo 

Essas descrigoes da biologia celular, da genetica e da evolugao sao em parte informadas por 
nosso conhecimento da historia da vida na Terra. Os metazoarios provavelmente surgiram 
somente uma vez durante a evolugao da vida nesse planeta, talvez ha 700 milhoes de anos. 
Uma vez desenvolvidos os principal mecanismos que governam sua genetica, bioquimica e 
desenvolvimento embrionario, esses mecanismos permaneceram predominantemente inalte- 
rados nos organismos descendentes ate o presente. Esse compartilhamento de caracteristicas 
conservadas entre varies files animals tern profundas conseqiiendas para a pesquisa do can¬ 
cer, visto que se provou que muitas ligoes aprendidas a partir do estudo de organismos mais 
primitives, mas geneticamente maleaveis, como moscas e vermes, sao diretamente transferi- 
veis a nossa compreensao de como os tecidos mamiferos, incluindo os de humanos, se desen- 
volvem e funcionam. 


Apos examinar os diversos organismos agrupados dentro da classe dos mamiferos, descobre- 
se que as diferengas na bioquimica e biologia celular sao minimas. Por essa razao, ao longo 
deste livro, nos moveremos sem esforgo, de la para ca, entre a biologia de camundongos e a 
biologia de humanos, tratando-as como se fossem essencialmente identicas. Ocasionalmen- 
te, quando diferengas especie-especificas forem importantes, essas serao ressaltadas. 

Os complexes circuitos de sinalizagao que operam dentro das celulas parecem estar organiza- 
dos de modo virtualmente identico nas celulas de todos os tipos de mamiferos. Ainda mais 
espetacular e a intercambialidade das partes componentes. E rare que uma proteina humana 
nao funcione no lugar de sua proteina ortologa equivalente (veja a Barra lateral 1.6) em celu¬ 
las de camundongo. No case de muitos tipos de proteinas, essa conservagao tanto de estrutu¬ 
ra como de fungao e tao profunda que as proteinas podem ser trocadas entre organismos 
separados por distancias evolutivas ainda maiores. Um exemplo impressionante disso, ante- 
riormente mencionado (veja a Figura 1.7), e dado pelo gene e, portanto, pela proteina que 
especifica a formagao de olhos em mamiferos e em moscas. 
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1.10 As tecnicas de clonagem genica revolucionaram o estudo das 
celulas normais e malignas 

Ate a metade da decada de 1970, a analise molecular dos genes de mami'feros estava em 
grande parte confmada aos genomas de virus de tumor de DNA, virus descritos posterior- 
mente, no Capltulo 3. Esses virus possuem genomas relativamente simples, que se acumulam 
em alto mimero de copias (i.e., mimero de moleculas) por celula. Isso possibilitou que os 
biologos prontamente purificassem e estudassem a estrutura detalhada e o funcionamento 
dos genes virais, que operam de forma muito semelhante aos genes das celulas hospedeiras 
em que tais virus se multiplicavam. Em contraste, a analise molecular dos genes celulares era 
essencialmente imposslvel, uma vez que ha muitos deles (dezenas de milhares por genoma 
haploide) e eles estao incrustados em um genoma de complexidade intimidante (-3,2 bilboes 
de pares de bases de DNA por genoma celular haploide). 

Tudo isso mudou com o advento da clonagem genica. Dal em diante, os genomas celulares 
puderam ser fragmentados e usados para criar cole 96 es de fragmentos de DNA conhecidas 
como bibliotecas genomicas. Varias tecnicas de hibridiza^ao de DNA puderam entao ser 
usadas para identificar os fragmentos genomicos dentro dessas bibliotecas, que eram de espe¬ 
cial interesse ao experimentador, em particular o fragmento de DNA que carregava parte de 
ou todo um gene em estudo. A recupera^ao de tal fragmento da biblioteca e a amplifica^ao 
desse fragmento recuperado em milhoes de copias identicas gerava um fragmento de DNA 
purificado e clonado, e, assim, um gene clonado (Figura 1.21). 


Barra lateral 1.6 Ortologos e homologos Todos os vertebrados supe- 
riores (aves e mamlferos) parecem ter numeros comparaveis de genes 
- na faixa de 25.000. Alem disso, quase todo gene presence no geno¬ 
ma de aves parecer ter um equivalence intimamente relacionado no 
genoma humano. A correspondencia entre os genes de camundongo 
e humanos e ainda maior, devido ao parentesco evolutive mais proxi¬ 
mo dessas duas especies de mamlferos. 

Dentro do genoma de qualquer especie linica, existem genes cla- 
ramente relacionados um ao outro quanto a seu contetido de infor- 
ma 9 ao e as estruturas relacionadas das protelnas que especificam. Tais 
genes formam uma famllia genica. Por exemplo, o grupo de genes no 
genoma humano que codifica as globinas constitui um grupo desse 
tipo. E evidence que esses genes relacionados surgiram em algum ponto 
do passado evolutivo atraves de ciclos repetidos do processo em que 
um gene existence e duplicado, seguido pela divergencia, uma da ou- 
tra, das duas seqiiencias de nucleotldeos duplicadas (Figura 1.20). 
Diz-se que genes relacionados um ao outro dentro do genoma de 
uma mesma especie ou genes relacionados um ao outro nos genomas 


Figura 1.20 Desenvolvimento evolutivo de familias genicas A evolugao 
da complexidade dos organismos foi possivel, em parte, pelo 
desenvolvimento de proteinas crescentemente especializadas. Novas 
proteinas sao “inventadas" em grande parte por um processo de 
duplicagao genica, seguido pelas evolugoes separadas e divergentes 
dos dois genes resultantes. Repetidos ciclos de tais duplicagoes 
genicas seguidos de divergencia levaram ao desenvolvimento de um 
grande numero de familias multigenicas. Durante a evolugao dos 
vertebrados, um gene ancestral de globina, aqui mostrado, que 
codificava a protefna componente da hemoglobina, foi repetidamente 
duplicado, levando a um grande numero de diferentes genes de 
globina no moderno genoma dos mamlferos, os quais estao presentes 
em dois cromossomos humanos. Como essas globinas possuem 
diferentes sequencias de aminoacidos, cada uma pode servir a uma 
fungao fisioibgica especifica. (De B. Alberts et al.. Essential Cell 
Biology, 2nd ed. New York: Garland Science, 2004.) 


de duas especies distintas sao homologos um ao outro. Muitas vezes, 
o equivalence preciso de um gene no homem pode ser encontrado no 
genoma de outra especie. Diz-se que esses dois genes intimamente 
relacionados sao ortologos um do outro. Assim, o equivalence preciso 
- o ortologo - do gene c-myc em humanos e o gene c-myc em gali- 
nhas. Na medida em que existem outros genes semelhantes a myc 
transportados pelo genoma humano (p. ex., 'H-myc e l^myc), os lilti- 
mos sao membros da mesma famllia genica, como c-myc, mas nao sao 
ortologos um do outro ou do gene c-myc de galinhas. 

Ao longo deste livro, iremos freqiientemente nos referir a genes 
sem fazer referenda a especie da qual foram isolados. Faz-se isso cons- 
cientemente, uma vez que, na grande maioria dos casos, o fundona- 
mento de um gene de camundongo (e da protelna codificada) e indis- 
tingulvel daquele de seu ortologo humano ou de galinhas. 
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Contudo, outras tecnicas foram usadas para gerar copias de DNA dos mRNAs que sao sinte- 
tizados no niicleo e exportados ao citoplasma, no qual servem de moldes para a smtese de 
protei'nas. A descoberta da enzima transcriptase reversa (RT, veja a Barra lateral 3.1) foi de 
importancia central nisso. O uso dessa enzima possibilitou sintetizar in vitro (i.e., em tubo 
de ensaio) copias de DNA complementares as moleculas de mRNA. Essas moleculas de DNA, 
denominadas cDNAs, transportam a informa^ao de seqiiencia presente em uma molecula de 
mRNA apos o evento de splicing que removeu todos os Introns. Apesar de que iremos nos 
referir com freqiiencia, ao longo deste livro, a clones de DNA das versoes genomicas (i.e., 
cromossomicas) de genes e a cDNAs gerados dos transcritos de mRNA de tais genes, limita- 
96 es de espa^o impedem a descriq;ao detalhada dos procedimentos de clonagem per se. 

Para os pesquisadores do cancer, a clonagem genica chegou exatamente na bora certa. Como 
veremos nos proximos capi'tulos, a pesquisa, na decada de 1970, diminuiu a candidatura dos 
virus de tumor como causa da maioria dos canceres humanos. A medida que esses virus 
salram do centro do palco, os genes celulares tomaram seu lugar como os mais importantes 
agentes responsaveis pela forma^ao dos tumores humanos. O estudo desses genes teria sido 
imposslvel sem a nova tecnologia de clonagem genica desenvolvida, que se tornou ampla- 
mente dispom'vel no final da decada de 1970, exatamente quando foi necessaria ao proposito 
da comunidade cientlfica de descobrir as causas basais do cancer. 


Figura 1.21 Clonagem molecular de genes 
Muitas versoes do procedimento de 
clonagem genica foram desenvolvidas 
apos essa tecnologia ter sido 
primeiramente inventada no inicio e na 
metade da decada de 1970. A figura 
mostra urn esquema de uma versao desse 
processo, em que urn segmento especifico 
de DNA (p. ex., contendo urn gene de 
interesse) e isolado de urn genoma 
complexo, como o humano. 0 genoma e 
fragmentado em segmentos relativamente 
pequenos, em geral com varies dezenas de 
quilobases de extensao (parte superior)-, 
cada segmento de DNA e individualmente 
inserido em urn vetor {bragos cinzas) pela 
ligagao ao DNA do vetor, gerando urn vetor 
recombinante; cada urn dos DNAs 
resultantes vetor + inserto e entao 
independentemente inserido em uma 
bacteria. Cada bacteria carregando urn 
vetor + segmento de gene inserido e 
expandida em uma colonia bacteriana 
contendo muitos milhares de bacterias, a 
colonia bacteriana transportando o gene de 
interesse e identificada e o vetor 
transportando o gene de interesse e 
recuperado, gerando milhoes de copias 
desse fragmento genomico (parte inferior 
direita). 
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Capitulo 2 

A Natureza do Cancer 


“Quando publiquei os resultados dos meus experimentos, em 1902, no de- 
senvolvimento de ovos de ouri^o do mar duplamente fertilizados, contribui 
com a sugestao de que tumores malignos poderiam ser o resultado de uma 
condifao cromossomal anormal, que possivelmente surgiu da mitose multi¬ 
polar... Assim, desenvolvi por muito tempo o tipo de experimentos que sugeri, 
e ate hoje nao se obteve sucesso, mas minha convic 9 ao permanece inabalavel.” 

Theodor Boveri, patologista, 1914 


A organiza^ao celular do tecido de metazoario tornou posslvel a extraordinaria evolu^ao 
da diversidade de desenhos anatomicos. Muito dessa plasticidade nos desenhos deve-se 
ao fato de que as constru 96 es de blocos de tecidos e constru^oes de orgaos com celulas indi- 
viduais sao favorecidas com imensa autonomia e versatibilidade. A maior parte dos tipos 
celulares no organismo de um metazoario carrega em si um genoma complete, o que corres- 
ponde a muito mais informa 9 ao do que aquela necessaria por qualquer uma dessas celulas. 
Muitas celulas compreendem a habilidade de crescer e se dividir mesmo depois do organismo 
ja desenvolvido. Essa habilidade de se proliferar e participar da morfogenese (criar forma) 
tecidual e o que permite a manuten^ao do tecido adulto ao longo da vida do indivi'duo. Tal 
manuten^ao pode envolver o reparo de lesoes, assim como a reposi^ao de celulas que sofre- 
ram desgaste devido a sua atividade por um longo pen'odo. 

Ao mesmo tempo, essa versatilidade e autonomia possuem grande risco, visto que celulas 
individuals do organismo podem ter acesso a informa^oes em seu genoma as quais normal- 
mente nao teriam. Alem disso, suas seqtiencias de genes servem de alvo para diversos meca- 
nismos que alteram sua estrutura e, assim, a informa^ao contida no genoma. Os resultados 
das muta^oes genicas podem divergir em novas celulas, as quais normalmente terao fenotipos 
anormais; essas altera^oes podem ser incompati'veis com as fun^oes celulares normals no que 
diz respeito a organiza^ao estrutural e fisiologica. Centre essas altera^oes improprias, podem 
ocorrer altera^oes nos programas de crescimento celular, as quais podem levar ao surgimento 
de grandes popula^oes de celulas que nao obedecem as regras de construfao e manuten^ao de 
um tecido normal. 
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Quando reveladas assim, as celulas renegadas, que formam o tumor, sao o resultado do de- 
senvolvimento normal que ocorreu de maneira incorreta, pois, mesmo o organismo possuin- 
do mecanismos de defesa para evitar seu surgimento, as celulas cancerosas sempre encontram 
alguma maneira de se esquivar e sobreviver — elas sao focadas a exercer uma linica fun^ao, de 
simplesmente multiplicar-se. Enquanto isso, as celulas normals sao cuidadosamente progra- 
madas para participar na constru^ao dos diversos tecidos que tornam possi'vel a sobrevivencia 
do organismo. 


2.1 Tumores surgem a partir de tecidos normais 

A confluencia de descobertas nos meados do seculo XIX conduziu ao conhecimento que hoje 
temos sobre como tecidos e organismos complexos se formam a partir de ovulos fertilizados. 
Dentre tais descobertas, a de maior importancia e a de que todos tecidos sao compostos por 
celulas e produtos celulares e que todas as celulas surgem a partir da divisao celular de 
uma celula preexistente. Levando em considera^ao tais questoes, pode-se deduzir que 
todas as celulas que formam um organismo complexo sao membros de linhagens celula¬ 
res provenientes de um ovulo fertilizado. Por outro lado, o ovo fertilizado e capaz de 
originar todas as celulas do corpo, fazendo-o por meio de repetidos ciclos de divisao e 
crescimento celular. 


mucosa adenocarcinoma 

normal 

mucosa 

displasica 



(A) 


ducto de leite estroma 



Esses fatos tiveram grandes impactos na maneira como se estudaram os tumores. Previamen- 
te o que se sabia era que tumores eram corpos estranbos que se instalavam no organismo de 
um indivi'duo debilitado. Hoje sabe-se que tumores, assim como tecidos sadios, podem ser 
examinados sob o microscopic pelos pesquisadores na ciencia da histologia (ou histopatolo- 
gia). Esses estudos, primeiro de secpoes de tecidos normais (fatias fmas) e, mais tarde, de 
sec 96 es feitas a partir de massas tumorais, revelaram que tumores, assim como tecidos nor¬ 
mais, sao compostos por massas de celulas (Figura 2.1). 

Alem disso, evidencias contribufram com o fato de que tumores de varies tipos, em vez de 
invadirem o corpo pelo lado de fora, em geral derivam diretamente dos tecidos normais nos 
quais eles foram primeiramente descobertos. Entretanto, os tumores pareceram ser capazes 
de se movimentar pelo corpo humane: em diversos pacientes, muitos tumores foram desco¬ 
bertos em locais anatomicos bastante distantes do local onde iniciou a doen^a, uma conse- 
qiienda da capacidade que o cancer possui de se espalhar pelo corpo e encontrar novas colo- 
nias de celulas cancerosas (Figura 2.2). Esses novos assentamentos, denominados metastases, 
eram, com freqiiencia, rastreados diretamente de volta para o local onde a doen^a do cancer 
iniciou - tumor fundador ou tumor primario. 

Invariavelmente, a analise detalhada da organiza 9 ao de celulas contidas nas massas tumorais 
mostrou evidencias de uma arquitetura tecidual que era menos organizada e estruturada do 


Figura 2.1 Teoido normal versus neoplasico (A) Corte histologico da linha do 
ileo do intestino delgado visto por uma baixa magnitude revela a continuidade 
entre o tecido normal e o canceroso. A esquerda mostra a linha epitelial normal, 
denomlnada mucosa. No melo, esta o tecido da mucosa altamente anormal, 
denomlnado displasico. A direlta, um tumor - um adenocarcinoma - que ja 
comegou a Invadir tecidos subjacentes. (B) Esse par de seegoes de tecido 
mamario humano, vistos a uma alta magnitude, mostram como a arquitetura do 
tecido normal flea desordenada em tumores. Na glandula mamaria normal (foto 
superior), um ducto de leite esta delineado por celulas epiteliais {nucleo roxo 
escuro). Esses ductos estao circundados por tecido mesenquimal denominado 
“estroma”, que consiste em celulas do tecido conjuntivo, como fibroblastos e 
adipbeitos e matriz de colageno {rose). Em um carcinoma invasivo de ducto 
mamario {foto inferior), as celulas cancerosas provenientes das celulas epiteliais 
de ductos normais possuem seus nucleos maiores (roxo) do que o normal, nao 
formam mais os ductos bem-estruturados e invadiram o estroma {rosa). (A; de 
A. T Skarin, Atlas of Diagnostic Oncology, 3'^ ed. Philadelphia: Elsevier Science 
Ltd., 2003; B, cortesia de A. Orimo.) 
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que a arquitetura de tecidos normais ao redor (veja a Figura 2 . 1 ). Tais compara 96 es histopa- 
tologicas forneceram as primeiras sememes de uma ideia que tomaria grande parte do seculo 
XX para ser provada: tumores sao formados por celulas que perderam sua habilidade para 
montar e criar tecidos de forma e fun^ao normais. Em outras palavras, o cancer passou a ser 
visto como a doen^a do mau funcionamento celular. 

Em princi'pio, todos os tumores deveriam ser rastreaveis de volta para o tecido ou orgao 
especi'fico no qual surgiram primeiro, com freqiiencia por meio de analises histopatologicas 
de secedes de tumores para prover dicas cn'ticas. Essa ideia simples levou pela primeira vez a 
um novo caminho para classificar esses crescimentos, que dependem dos seus presumi'veis 
tecidos de origem. As classifica^oes resultantes freqiientemente uniram sob um mesmo teto 
canceres que surgem em tecidos ou orgaos que tern fun^oes radicalmente diferentes no cor- 
po, mas compartilham tipos de organiza 9 ao tecidual. 

A ciencia da histopatologia tambem permitiu o entendimento do relacionamento entre o corn- 
portamento clmico de um tumor (i. e., os efeitos do tumor no paciente) e suas caracten'sticas 
microscopicas. O fato mais importante e o criterio que segregou os tumores em duas categorias 
gerais de acordo com o grau de agressividade de seu crescimento. Aqueles que cresceram localiza- 
dos sem invasao a tecidos adjacentes foram classificados como benignos. Outros que invadiram 
tecidos proximos e espaUiaram metastases foram chamados de malignos. 

Na realidade, a maior parte de tumores primarios que aparecem em humanos sao benig¬ 
nos e, portanto, inofensivos ao seu hospedeiro, exceto nos casos raros em que a expansao 
dessas massas localizadas gera uma pressao em um tecido ou orgao vital. De qualquer 
forma, alguns tumores benignos podem causar problemas clmicos por liberarem altos 
m'veis de hormonios que geram desequib'brios fisiologicos no organismo. Por exemplo, 
adenomas de tireoide (crescimentos epiteliais pre-malignos) podem causar libera^ao ex- 
cessiva do hormonio da tireoide na circula^ao, levando a um hipertireoidismo; os adeno¬ 
mas pituitarios podem liberar hormonios de crescimento na circula^ao, levando ao cres¬ 
cimento excessive de alguns tecidos - uma condifao conhecida como acromegalia. Ape- 


Figura 2.2 Metastase de celulas 
cancerosas para locals distantes. Diversos 
tipos de tumores finalmente liberam celulas 
cancerosas que migram para locals 
distantes no corpo, nos quals formam os 
tumores secundarlos conhecldos como 
metastases. (A) A metastase pode ser 
facllmente estudada no camundongo, no 
qual a locallzagao das celulas do 
melanoma pode ser apontada por causa da 
sua coloragao escura. A figura mostra os 
pulmoes de um camundongo nos quals a 
formagao de metastases fol quase que 
totalmente bloqueada (esquerda) e uma na 
qual centenas de metastases {pantos 
pretos) foram formadas, como observado 
duas semanas depols que celulas de 
melanoma de camundongo B16 foram 
Infroduzidas, via Injegao, na vela da cauda 
de um camundongo {direita). (B) 

Mefastases (branco) no figado 
frequentemente surgem em paclentes com 
carcinomas avangados de colon. A vela 
porta, que drena o sangue do colon para o 
figado, fornece uma rota para as celulas 
cancerosas de colon metastaticas 
migrarem diretamente para o figado. (C) 0 
cancer de mama frequentemente faz 
metastase no cerebro. AquI, grandes 
metastases sao reveladas apos a morte no 
lado direlto do cerebro, no qual a 
duramater do cerebro (camada de 
revestimento) fol removida (direita). (A, de F. 
NImmerjahn et al. immunity 23:41-51,2005; 
B, corfesla de Peter Isaacson; C, A. T 
Skarin, Atlas of Diagnostic Oncology, ed. 
Philadelphia; Elsevier Science Ltd., 2003.) 
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sar de tudo, mortes causadas por tumores benignos nao sao comuns. A maior parte das 
mortalidades relacionadas ao cancer e causada por tumores malignos. Mais especifica- 
mente, sao as metastases espalhadas por estes tumores que sao responsaveis por cerca de 
90% dos obitos causados por cancer. 


2.2 Os tumores surgem a partir de varies tipos celulares 
especializados ao longo do corpo 

A maioria dos tumores humanos se desenvolve a partir de tecidos epiteliais. O epitdio sao 
camadas de celulas que delineiam as paredes de cavidades e canais ou, no caso da pele, servem 
como cobertura externa do corpo. Nas primeiras decadas do seculo XX uma analise histolo- 
gica detalhada revelou que tecidos normais que contem epitelio sao todos similarmente es- 
truturados. Assim, abaixo das camadas de celulas epiteliais em cada um desses tecidos encon- 
tra-se uma membrana basal (tambem chamada de lamina basal); ela separa as celulas epite¬ 
liais de suas subcamadas de celulas de tecido conjuntivo de suporte, chamado de estroma 
(Figura 2.3). 

A membrana basal e um tipo celular especializado de matriz extracelular (ECM) e e formada 
por protemas bastante secretadas pelas celulas epiteliais. Ainda outros tipos de membranas 
basais estao presentes em outros tipos de tecidos. Por exemplo, as celulas endoteliais, que 
formam o revestimento interno de capilares e de vasos maiores, localizadas sobre uma mem¬ 
brana basal especializada que as separa de uma camada externa de celulas especializadas da 
musculatura lisa. Em todos os casos, essas membranas basais servem como um esqueleto 
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Figura 2.3 Membranas basais (A) Microscopia eletronica de 
varredura de um epitelio de cornea de pinto ilustra o piano basico de 
tecidos epiteliais, no qual as celulas epiteliais (Ep) estao 
aglomeradas em um iado da membrana basal (BM). A BM, algumas 
vezes chamada de “lamina basal", vista aqui como uma folha 
continua, e formada por uma rede de proteinas da matriz 
extracelular. Abaixo destas, pode-se identificar as celulas do 
estroma e uma rede de fibres de colageno (C) que ancoram a 
porgao inferior da membrana basal a ECM do estroma. (B) Quando 


observamos um corte histologico a uma maior magnitude em um 
microscopio eletronico de transmissao do epitelio de traqueia de 
camundongo, a membrana basal (BM) pode ser visualizada. 
Diversas celulas epiteliais (Ep) sao vistas acima da BM, ao passo 
que, abaixo, se observe as fibrilas de colageno (C), fibroblasto (F) e 
fibres de elastina (E). Note que a membrana basal nao e 
interrompida no espago intracelular (IS) (A, cortesia de Robert 
Trelstad; B, de B. Young ef a/., Wheater's Eunctional Ftistology, 4th 
ed. Edinburgh: Churchill Livingstone, 2003.) 
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Figura 2.4 Arquitetura dos teoidos 
epiteliais. Urn piano de organizagao 
comum descreve a maioria dos teoidos 
epiteliais presentes no corpo: as celulas 
epiteliais maduras, diferenciadas, estao na 
superficie exposta de urn epitelio. Em 
diversos teoidos, abaixo desse epitelio, 
estao as celulas epiteliais menos 
diferenciadas, nao-mostradas nesta figura. 
Abaixo da camada de celulas epiteliais 
encontra-se a membrana basal (Figura 2.3), 
que e de dificil visualizagao em urn 
microscopic bptico. Sao mostrados os 
epitelios de (A) tubo coletor renal, (B) 
bronquiolo do pulmao, (C) epitelio colunar 
da vesicula biliar e (D) endometrio do utero. 
Em cada caso, as celulas epiteliais 
protegem o tecido subjacente do conteudo 
da cavidade que eles revestem. (De B. 
Young et al., Wheater's Functional 
Ftistology, 4th ed. Edinburgh: Churchill 
Livingstone, 2003.) 



estrutural do tecido. Alem disso, como veremos mais adiante, celulas ligam uma serie de 
moleculas sinalizadoras biologicamente ativas a membranas basais. 

Os epitelios sao de bastante interesse aqui, pois semeiam os tipos de canceres humanos mais 
comuns — os carcinomas. Esses tumores sao responsaveis pot mais de 80% dos obitos relacio- 
nados ao cancer no mundo ocidental. Dentre esses carcinomas, estao os tumores que se 
desenvolvem a partir das camadas celulares epiteliais do trato gastrintestinal - que inclui 
boca, esofago, estomago, intestino delgado e grosso — assim como a pele, glandula mamaria, 
pancreas, pulmao, figado, ovario, vesicula biliar e bexiga. Exemplos de tecidos epiteliais nor- 
mais sao mostrados na Figura 2.4. 

Esse grupo de tecidos abrange tipos de celulas que se desenvolvem a partir das tr& principais 
camadas celulares primitivas na fase embrionaria de vertebrados. Assim, o epitelio de pulmoes, 
figado, vesicula biliar, pancreas, esofago, estomago e intestinos e proveniente da camada celular 
interna, o endoderma. A pele se forma a partir da camada celular embrionaria externa, chamada 
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Figura 2.5 Camadas oelulares embrionarias, 

(A) Os tecidos de um metazoario mais 
complexo se desenvolvem a partir de tres 
compartimentos de celulas embrionarias - 
ectoderma (azul), mesoderma {verde) e 
endoderma (amarelo). Cada uma dessas tres 
camadas celulares embrionarias e precursora 
para tipos distintos de celulas diferenciadas. 

(B) Em um girino em estagio inicial, a pele e o 
sistema nervoso se desenvolvem a partir do 
ectoderma (cinza, preto) enquanto o tecido 
conjuntivo, incluindo ossos, musculos e as 
celulas formadoras do sangue se 
desenvolvem a partir do mesoderma 
{vermelho). 0 intestine e seus derivados, 
Incluindo pulmao, pancreas e figado, se 
desenvolvem a partir do endoderma [branco). 
0 desenvolvimento de todos os vertebrados 
segue este piano. (Adaptado de I Mohun et 
al. Ce//22:9-15, 1980.) 


(A) 


(B) 


cavidade 

ectoderma neural do intestine sistema nervoso 




de ectoderma, enquanto os ovarios se originam embriologicamente a partir da camada do meio, 
o mesoderma (Figura 2.5). Portanto, no caso de carcinoma, sua classificapao histopatologica nao 
e informada por meio da historia do desenvolvimento de seu tecido de origem. 


As celulas epiteliais e estromais desses diversos tipos de tecidos colaboram na formapao e 
manutenqao das camadas epiteliais. Do ponto de vista evolutive, parece que os mecanismos 
embrionarios para organizapao e estruturapao do tecido epitelial surgiram no inrcio da evolu- 
qao metazoaria, provavelmente ha mais de 600 milhoes de anos, e esses prinefpios mecanicis- 
tas ja foram explorados diversas vezes durante a evoluqao metazoaria para construpao de 
tecidos e orgaos que possuem uma ampla variedade de funqoes fisiologicas. 

Grande parte dos carcinomas encaixa-se em duas principal categorias, que refletem as duas maio- 
res funqoes biologicas associadas ao epitelio (Tabela 2.1). Algumas camadas epiteliais sao muito 
liteis para selar a cavidade ou canal que revestem e para proteger as populapoes de celulas subjacen- 
tes. Tumores que se desenvolvem a partir de celulas epiteliais que formam essas camadas celulares 
protetoras sao conhecidos como carcinomas de cdula escamosa. Por exemplo, as celulas epiteliais 
que revestem a pele e o esofago semeiam tumores desse tipo. 

Muitos epitelios tambem possuem celulas especializadas que secretam substancias nos ductos 
ou cavidades que eles revestem. Essa classe de celulas epiteliais gera os adenocarcinomas. 
Freqiientemente esses produtos secretados sao usados para proteger as camadas de celulas 
epiteliais dos conteudos das cavidades que elas cercam (veja a Figura 2.6). Assim, algumas 
celulas epiteliais que revestem os pulmoes e o estomago secretam camadas de muco que as 
protegem do ar (e de partfculas aereas) e do efeito corrosivo das altas concentraqoes de acido, 
respectivamente. O epitelio, em alguns orgaos, como pulmoes, utero e cervix, tern a capaci- 
dade de originar adenocarcinomas puros ou carcinomas de celulas escamosas puros; com 
bastante freqiiencia, entretanto, foi observada a coexistencia de ambos os tipos de celulas de 
carcinomas nos tumores nesses orgaos. 


Tabela 2.1 Carcinomas 


(A) Sitios teciduais dos tipos 
mais comuns de adenocarcinoma 

(B) Sitios teciduais dos tipos mais comuns 
de carcinomas de celulas escamosas 

(C) Outros tipos de carcinomas 

pulmao 

pele 

carcinoma pulmonar de celula pequena 

colon 

cavidade nasal 

carcinoma pulmonar de celula grande 

mama 

orofaringe 

carcinoma hepatocelular 

pancreas 

laringe 

carcinoma de celula renal 

estomago 

pulmao 

carcinoma de celula de transigao 

esofago 

esofago 

(da bexiga urinaria) 

prostata 

cervix 


endometrlo 



ovarlo 
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(A) 



(B) 



Figura 2.6 Epitelio e carcinomas derivados. 
0 epitelio pode ser classificado em 
subtipos dependendo da forma e fungao 
das celulas epiteliais normals e dos 
carcinomas que se originam destas. As 
origens dos carcinomas de celula 
escamosa e dos adenocarcinomas estao 
mostradas aqui. (A) Celulas escamosas 
normals em geral sao achatadas e 
possuem a fungao de proteger o epitelio e 
tecidos subjacentes do conteudo do lumen 
ou, no caso da pele, proteger do ambiente 
externo. 0 epitelio escamoso do cervix do 
utero (ac/ma) e a pele (aba/xo) sao 
organizados de maneira bastante similar, 
com celulas maduras achatadas na 
superficie sendo continuamente esgotadas 
(p. ex., os queratinocitos [K] mortos da 
pele) e substituidas por celulas menos 
maduras produzidas logo abaixo. (B) Neste 
carcinoma de esofago, grandes porgbes de 
celulas epiteliais malignas escamosas 
estao invadindo a subcamada do tecido 
estromal/mesenquimal. (C) Em alguns 
tecidos, celulas glandulares no epitelio 
secretam mucopolissacarfdeos que 
protegem o epitelio; em outros tecidos, elas 
secretam protelnas que agem dentro da 
lumina (cavidades) dos ductos ou sao 
distribufdas para locals mais distantes do 
organismo. As cavidades na parede do 
estomago sao delineadas por celulas 
muco-secretoras {vermelho-escuras, painel 
superior). No epitelio do intestine delgado 
ipainel inferior), uma unica celula muco- 
secretora (raxo) esta circundada por urn 
terceiro tipo de celulas epiteliais - celulas 
colunares, que estao envolvidas na 
absorgao de agua. (D) Esses 
adenocarcinomas de estomago (painel 
superior) e de colon (painel inferior) 
mostram multiples elementos de ductos, 
que sao urn claro indicative de sua 
derivagao a partir de epitelio secretor como 
aqueles no painel C. (A e C, de B. B. Young 
et al., Wheater's Functional Flistology, 4th 
ed. Edinburgh: Churchill Livingstone, 2003; 
B e D, de A. T Skarin, Atlas of Diagnostic 
Oncology, 3'^ ed. Philadelphia: Elsevier 
Science Ltd., 2003.) 


O restante dos tumores malignos se desenvolve a partir de tecidos nao-epiteliais ao longo do 
organismo. A principal classe de canceres nao-epiteliais deriva dos diversos tecidos conjunti- 
vos, que possuem como origem o mesoderma do embriao (Tabela 2.2). Esses tumores, os 
sarcomas, representam apenas 1% dos tumores encontrados em cb'nicas oncologicas. Os 
sarcomas sao derivados de diversos tipos de celulas mesenquimais. Inclui'dos entre estes estao 
os fibroblastos e as celulas do tecido conjuntivo relacionadas que secretam colageno, maior 
componente estrutural da matrix extracelular dos tendoes e da pele; os adipocitos, que arma- 
zenam gordura em seu citoplasma; os osteoblastos, que armazenam cristais de fosfato de 
calcio nas matrixes de colageno para formar osso; e os miocitos que formam musculo (Figura 
2.7). O angiossarcoma, um tipo de tumor nao comum, se desenvolve a partir de precursores 
das celulas epiteliais. As camadas de estroma do tecido epitelial incluem diversos tipos dessas 
celulas mesenquimais. 


Tabela 2.2 Varies tipos dos sarcomas 
mais comuns 


osteossarcoma 

lipossarcoma 

leiomiossarcoma 

rabdomiossarcoma 

histiocitoma maligno fibroso 

fibrossarcoma 

sarcoma sinovial 

angiossarcoma 

condrossarcoma 
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Figura 2.7 Tumores mesenquimais (A) 0 
osteossarcoma mostrado na figura e 
formado por celulas formadoras de ossos 
malignas - osteoblastos [nucleo roxo- 
escuro) - crescendo dentro de osso 
mineralizado (rosa) que foi construido por 
esses osteoblastos na matriz extracelular 
circundante. (B) Urn lipossarcoma se 
desenvolve a partir de celulas relacionadas 
a adipocitos, que sao responsaveis por 
armazenar gidbulos de lipideos em 
diversos tecidos. A presenga desses 
gidbulos nos tumores os caracteriza por 
uma aparencia espumosa. (C) Esse 
leiomiossarcoma {centra, nucleo roxo- 
escuro) que se desenvolve a partir de 
celulas da musculatura lisa (roxo-daro), 
esta despachando celulas tumorais 
individuals para crescerem entre as fibras 
musculares {roxo-daro). (D) 
Rabdomiossarcomas se desenvolvem a 
partir de celulas que formam a musculatura 
esqueletica estriada; as celulas cancerosas 
{com nucleo vermelho-escuro) sao 
mostradas em meio de celulas musculares 
normals {vermelho). (E) Esse tipo de 
sarcoma em particular nasceu em uma 
localizagao anatomicamente nao usual - as 
meninges, que formam a capa protetora do 
cerebro. (A e D, de A. T Skarin, Atlas of 
Diagnostic Oncology, 3rd ed. Philadelphia: 
Elsevier Science Ltd., 2003. E, de Young et 
at, Wheater's Functional Flistology, 4th ed. 
Edinburgh: Churchill Livingstone, 2003.) 
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Um segundo grupo de cancer nao-epitelial se desenvolve a partir de diversos tipos de celulas 
que constituem os tecidos formadores de sangue (hematopoietico), incluindo as celulas do 
sistema imune (Tabela 2.3 e Figura 2.8). Dentre essas, estao as celulas destinadas a formar 
eritrocitos (celulas vermelhas do sangue), celulas secretoras de anticorpos (plasma), as- 
sim como celulas de linfocitos T e B. O termo leucemia (literalmente “sangue branco”) 
refere-se a derivados malignos de diversas linhagens de celulas hematopoieticas que tran- 
sitam livremente pela circulagao; diferentemente das celulas vermelhas do sangue, elas 
nao possuem coloragao. Os linfomas incluem tumores das linhagens linfoides (linfocitos B 
e T) que se agregam para formar massas tumorais solidas, mais freqiientemente encontrados 
nos nodulos linfaticos, em vez das colonias de celulas individuals dispersas observadas em 
leucemias. 


O terceiro e ultimo dos maiores grupos de tumores nao-epiteliais se desenvolve a partir de 
celulas que formam diversos componentes do sistema nervoso central e periferico (Tabela 
2.4). Esses sao comumente chamados de tumores neuroectodermais por sua origem ser na 
camada celular externa do embriao recem-formado. Nesse grupo, encontram-se os gliomas, 
os glioblastomas, os neuroblastomas, os schwanomas e os meduloblastomas (Figura 2.9). 
Mesmo compreendendo 1,3% de todos os canceres diagnosticados, eles sao responsaveis por 
aproximadamente 2,5% dos obitos relacionados ao cancer. 
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Tabela 2.3 Alguns tipos de malignidades hematopoieticas mais comuns 

leucemia linfocitica aguda 
leucemia mielogenosa aguda 
leucemia mielogenosa cronica 
leucemia linfocitica cronica 
mieloma multipio 
linfoma nao-Hodgkins® 
doenga de Hodgkins 

“ Os tipos de linfomas nao-Hodgkins, tambem conhecidos como linfomas linfocitioos, podem ser colocados em 
15 a 20 subcategorias distintas, dependendo da classificagao do sistema. 



Figura 2.8 Malignidades hematopoieticas 
Malignidades hematopoieticas tomam 
diversas formas. (A) Leucemias linfociticas 
agudas (ALLs) surgem tanto de celulas B 
(80%) como de linhagens de celulas T 
(20%) de linfocitos (veja a Segao 15.1). As 
celulas que formam este tumor em 
particular exibem marcadores antigenicos 
indicando a origem de celulas pre-B. (B) 
Como em muitas malignidades 
hematopoieticas, essas celulas de 
leucemia mielogenosa aguda (AML) 
possuem somente uma pequena margem 
de citoplasma ao redor de seu nucleo 
grande. Elas derivam de uma linhagem de 
celulas precursoras que formam diversos 
tipos de granulocitos, assim como 
monocitos, estes ultimos se desenvolvendo 
em macrofagos. (C) Os eritroblastos nessa 
leucemia eritroblastica se parecem com 
precursores de celulas vermelhas do 
sangue diferenciadas - os eritrocitos. (D) 

Na leucemia mielogenosa cronica (CML), 
uma variedade de celulas leucemicas 
ostensivamente diferenciadas da linhagem 
mieloide (medula) sao aparentes, 
sugerindo a diferenciagao de celulas-tronco 
mieloides em diversos tipos celulares 
distintos. (E) Mieloma multipio (MM) e uma 
malignidade da linhagem de celulas B do 
plasma que sao responsaveis por produzir 
e secretar moleculas de anticorpos, por 
isso, seus citoplasmas relativamente 
grandes. Sao mostradas as celulas 
plasmaticas de MM em diferentes estagios 
de diferenciagao {nucleo roxo). Em todas 
essas micrografias, pode-se observar 
diversos eritrocitos sutilmente corados ao 
fundo {celulas sanguineas vermelhas). A. T 
Skarin, Atlas of Diagnostic Oncology, ed. 
Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 2003. 
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Tabela 2.4 Alguns tipos de malignidades 
neuroectodermais 

glioblastoma multiforme 

astrocitoma 

meningioma 

neurinoma 

retinoblastoma 

neuroblastoma 

ependimoma 

oligodendroglioma 

meduloblastoma 


2.3 Alguns tipos de tumores nao se encaixam 
nas principals classifica^oes 

Nem todos os tumores se encaixam perfeitamente em um dos quatro grandes grupos citados. 
Por exemplo, os melanomas sao derivados de melanocitos, celulas pigmentadas da pele e da 
retina. No entanto, os melanocitos se desenvolvem a partir de estruturas primitivas embrio- 
narias denominadas cristas neurais. Mesmo tendo sua origem embrionaria proxima aquelas 
das celulas neuroectodermais, os melanocitos acabam desviando-se durante o desenvolvi- 
mento, estabelecendo-se na pele e no olho, provendo pigmentagao a esses tecidos e adquirin- 
do conexoes nao diretas com o sistema nervoso (Figura 2.10). 

Carcinomas pulmonares de celulas pequenas (SCLCs) possuem caracten'sticas de celu¬ 
las neurossecretorias, como as de origem da crista neural nas glandulas adrenals locali- 
zadas logo acima dos rins. Tais celulas, quando em resposta a sinaliza^ao neuronal, secre- 
tam pepti'deos biologicamente ativos. Nao permanece claro se as SCLSs, que se obser- 
vam em usuarios de tabaco, se desenvolveram a partir das cdulas neuroectodermais du¬ 
rante o desenvolvimento normal na formagao do pulmao. De acordo com uma alterna- 
tiva mais provavel, esses tumores se originaram em popula^oes de celulas endodermais 
pulmonares que contribuiram com algumas das suas caracten'sticas epiteliais e emprega- 
ram aquelas de uma linhagem neuroectodermal. 

Essa troca de linhagem tecidual que resulta na aquisigao de um novo grupo de caracten'sticas 
diferenciadas e freqiientemente chamada de transdiferencia^ao. O termo implica que os 
comprometimentos que as celulas fizeram durante a embriogenense para entrar em um ou 
outro tecido e linhagem celular nao sao irreversi'veis, e que, sob certas condi^oes, as cdulas 
podem se mover de uma linhagem de diferencia^ao para outra. Tal altera^ao em m'vel de 
fenotipo pode alterar tanto cdulas normals como cancerosas. Por exemplo, na delimitagao de 
muitos carcinomas, cdulas cancerosas epiteliais normalmente sofrem altera^oes em sua for¬ 
ma e nos programas de expressao genica, assumindo caracten'sticas das cdulas estromais de 
origem mesenquimal que se encontram proximas. Essa brusca mudan^a no fenotipo da cdu- 
la, chamada de transi 9 ao epitelial-mesenquimal ou simplesmente EMT, caracteriza grande 
plasticidade por parte das celulas que normalmente sao comprometidas a se comportar como 
celulas epiteliais. De acordo com o que esta descrito a seguir (Capi'tulos 13 e 14), essa transi- 
9 ao pode freqiientemente acompanhar e permitir a invasao de celulas de carcinoma a tecidos 
adjacentes normals. 

Mesmo aceitando tais exce^oes ocasionais, um princi'pio biologico majoritario parece 
governar a vasta maioria dos canceres. Enquanto as celulas cancerosas desviam substan- 
cialmente em comportamento das suas precursoras celulares normals, elas quase sempre 
retem alguns dos atributos distintivos dos tipos normals de cdulas das quais elas origina¬ 
ram. Esses atributos fornecem indi'cios sobre a origem de muitos tumores e permitem 
que patologistas, ao realizar uma biopsia sob o microscopic, possam afirmar qual o teci¬ 
do de origem e qual a classificagao do tumor, mesmo sem saber o local anatomico de 
onde a biopsia foi retirada. 

Em uma pequena minoria dos casos (1 a 2%), tumores submetidos a analise virtualmente 
perderam todas as caracten'sticas tecido-especi'ficas diferenciadas dos sens tecidos precursores 
normals. As celulas em tais tumores sao ditas terem se diferenciado, e os tumores como um 
todo sao anaplasticos, uma vez que nao e mais possi'vel utilizar criterios histopatogicos para 
identificar os tecidos dos quais eles tiveram origem (Figura 2.11). 


2.4 Os canceres parecem se desenvolver progressivamente 

Entre os dois extremes, da arquitetura do tecido normal e do tecido altamente maligno, 
encontra-se um ample espectro de tecidos com aparencia intermediaria. Diferentes graus de 
anormalidade podem perfeitamente refletir populagoes celulares que estao se desenvolvendo 
progressivamente para longe do seu normal em dire^ao a altos graus de agressividade e com- 
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Figura 2.9 Tumores neuroeotodermais 
Diversos compostos celulares do sistema 
nervoso central e periferico podem tornar- 
se malignos. (A) Astrocitos - nao- 
neuronais, suportam celulas do cerebro 
(raxo escuro, painel da esquerda) - sao os 
provaveis precursores dos astrocitomas e 
glioblastomas {painel direito). 0 
glioblastoma multiforme recebe este nome 
em fungao dos diferentes tipos de celulas 
neuroectodermais que constituem o tumor. 
As celulas tumorais apresentam nucleo de 
diversos tamanhos (roxo). (B) Celulas das 
camadas granulares (GL) do cerebelo 
{painel esquerdo) residem abaixo das 
celulas de Purkinje (P) e das celulas da 
camada molecular (ML) no cortex do 
cerebelo. Os precursores das celulas 
granulares geram meduloblastomas (painel 
direito), que sao celulas conhecidas por 
sua habilidade de se diferenciar em 
neuronics, celula da glia e celulas 
neuroepiteliais pigmentadas {nucleo roxo, 
citoplasma rasa). Cerca de urn tergo desses 
tumores apresentam celulas em estrutura 
de roseta que esta mostrada aqui. (C) As 
celulas de Schwann (S, painel esquerdo), 
mostradas na micrografia eletronica, 
normalmente envolvem multiplas camadas 
de membrana (M) ao redor dos axonios (A) 
que promoverao estes ultimos com urn 
revestimento que ajuda na condugao. Na 
figura, precursores de oligodendrogliomas 
(painel direito). Cada urn dos nucleos das 
celulas neoplasicas mostradas aqui possui 
urn halo ao seu redor, que caracteriza esse 
tumor. (D) Bastonetes, cones e outros tipos 
de celulas neuronals {painel esquerdo) 
constituem componentes importantes da 
retina normal. Retinoblastomas (painel 
direito) se desenvolvem a partir de celulas 
que sao precursores comuns das celulas 
que formam a retina normal. 
Retinoblastomas frequentemente 
apresentam caracteristica de roseta, 
indicada com flechas. (E) Celulas da 
ganglia simpatetica do sistema nervoso 
periferico (celulas maiores, painel esquerdo) 
geram os neuroblastomas (painel direito), 
normalmente observados em criangas. Aqui 
as celulas tumorais individuals estao 
envoltas por uma densa rede fibrilar, 
derivada de neurites - processes 
citoplasmaticos utilizados pelos neuronics 
para se comunicarem. (De A a E, nos 
paineis da esquerda, de B. Young et al., 
Wheater's Functional Flistology, 4th ed. 
Edinburgh: Churchill Livingstone, 2003; de 
A a E, nos paineis da direita, de A. T Skarin, 
Atlas of Diagnostic Oncology, 3rd ed. 
Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 2003.) 

















36 / Capi'tulo 2 A Natureza do Cancer 



Figura 2.10 Melanocitos e Melanomas (A) Melanocitos (flechas), que 
formam os granulos de pigmento, estao normalmente disperses entre os 
queratinocitos basais da pele (veja tambem a Figura 2.6A). Eles se 
proiongam atraves de processes citoplasmaticos finos peios quais eles 
depositam os granulos no citoplasma dos queratinocitos, que formam a 
massa do epitelio. Camadas de queratinocitos mortos na superficie da 
pele (acima) e celulas estromais (abaixo) tambem sao aparentes. (B) Os 
granulos de pigmentos, mostrados por microscopia eletronica, tornaram 
melanomas objetos favoritos de estudo, em fungao das metastases, 


rapidamente detectadas peios microscopios eletronicos (p.ex., veja a 
Figura 2.2A). Lima vez que os melanomas comegam a invadir 
verticalmente as camadas superficiais da pele, chegando ate o estroma, 
possuem uma alta tendencia a causar metastases em tecidos distantes. 
(C) Esse caso de melanoma cutaneo mostra a natureza metastatica da 
doenga pelo rapido surgimento das metastases pigmentadas. (A, de W.J 
Bacha Jr. et al.. Color Atlas of Veterinary Flistology, 2nd ed. Philadelphia: 
Lippincot, Williams and Wilkins, 2000; B e C, de A. T Skarin, Atlas of 
Diagnostic Oncology, 3rd ed. Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 2003.) 


portamento invasivo. Dessa forma, cada tipo de crescimento pode representar um passo dis- 
tinto ao longo desse caminho evolutivo. Se for assim, tais arquiteturas sugerem, mas nao 
comprovam, que o desenvolvimento de tumores e um processo complexo e composto por 
diversos passos, um assunto discutido em maiores detalhes no Capi'tulo 11. 

Alguns crescimentos possuem celulas que se diferenciam minimamente daquelas do tecido 
normal, mas podem, todavia, ser anormais quando encontradas com um niimero massivo de 
celulas. Tais tumores sao chamados hiperplasticos (Figura 2.12). Apesar de sua proliferagao 
aparentemente desregulada, as celulas que formam crescimentos hiperplasticos mantiveram a 
habilidade de se agregarem em tecidos com aparencia razoavelmente normal. 

Igualmente, uma minima diferenga do tecido normal e observada na metaplasia, em que um tipo 
de camada de celulas normals e substituldo por celulas de um outro tipo, que em geral nao sao 
encontradas nesse local do tecido. Tais invasoras, mesmo que presentes em local erroneo, com 
freqtiencia parecem completamente normals ao microscopio. A metaplasia e mais freqiiente em 
zonas de transigao epitelial, nas quais um tipo de epitelio encontra o outro. Zonas de transigao 
como essas sao encontradas na jungao do cervix com o utero e na jungao do esofago com o 


Figura 2.11 Tumores anaplasticos de 
origem desconhecida A aparencia 
histologica de um tumor anaplastico, como 
mostrado aqui, fornece pouca indicagao de 
seu tecido de origem. Tentativas para 
determinar a origem dessas celulas com 
anticorpo que reconhece especificamente 
uma ou outra proteina marcadora tecido- 
especifica tambem podem nao comprovar 
nada. (De A. T Skarin, Atlas of Diagnostic 
Oncology, 3rd ed. Philadelphia: Elsevier 
Science Ltd., 2003.) 
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estomago. Em ambas as localiza^oes, o epitelio escamoso normalmente sofre uma bruta transi^ao 
para epitdio muco-secretor. For exemplo, um indicativo precoce de altera^ao pre-maligna no 
esofago e uma condi^ao metaplastica chamada de esofago de Barrett, na qual o epitelio escamoso 
que em geral esta presente e substitui'do por celulas epiteliais secretoras de um tipo de celula 
normalmente encontrado no interior do estomago (Figura 2.13). Mesmo que essas celulas gastri- 
cas tenham uma aparencia bastante normal, essas metaplasias sao consideradas uma etapa inicial 
no desenvolvimento de carcinomas de esofago. De fato, pacientes que sofrem do esofago de Bar¬ 
rett tern um risco trinta vezes maior de desenvolver esses tumores altamente malignos. 

Um tecido levemente mais anormal e dito displasico. Celulas dentro de uma displasia em geral 
sao citologicamente anormais, ou seja, a aparencia individual de cada celula nao e mais normal. 
As mudan 9 as citologicas incluem variabilidade no tamanho e forma do niicleo, aumento de colo- 
ra^ao dos micleos por corantes, aumento da rela^ao do tamanho do niicleo com o tamanho 
citoplasmatico, aumento da atividade mitotica e perda de caracten'sticas citoplasmaticas relaciona- 
das com as celulas diferenciadas normals do tecido (Figura 2.14). Em crescimentos displasicos, os 
niimeros relativos dos diversos tipos celulares vistos no tecido normal nao sao mais observados. 
Juntas, essas alteraq;6es nas celulas individuals e no niimero de celulas possuem grandes efeitos na 
arquitetura geral do tecido. Displasia e considerada um estado transitorio entre crescimentos com- 
pletamente benignos e aqueles que sao pre-malignos. 


Figura 2.12 Epitelio normal versus epitelio 
hiperplastico A morfologia do epitelio 
normal de um ducto de glandula mamaria 
(veja a Figura 2.1 B) pode ser comparada 
com diferentes graus de hiperplasia. (A) 
Nesses ductos lacteos levemente 
hiperplasticos, mostrados em baixa 
magnitude e alta magnitude (canto direito), 
celulas epiteliais mamarias comegaram a 
se empilhar e se sobressair para dentro da 
lumina. (B) Um ducto mamario com 
hiperplasia mais avangada mostra as 
celulas epiteliais amontoadas quase 
preenchendo o lumen. Entretanto, elas nao 
penetraram a membrana basal (nao-visivef) e 
nao invadiram o estroma que as cerca. (De A. 
T Skarin, Atlas of Diagnostic Oncology, 3rd 
ed. Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 2003). 


Ainda mais anormais sao os crescimentos observados nos tecidos epiteliais, variavelmente 
chamados de adenomas, polipos, polipos adenomatosos, papilomas e, no caso de pele, ver¬ 
rugas (Figura 2.15). Esses sao freqiientemente grandes crescimentos facilmente observados a 



Figura 2.13 Conversao metaplastica do 
epitelio Em algumas condigoes de pre¬ 
cancer, 0 epitelio normalmente presente e 
substituido pelo epitelio de um tecido 
adjacente - processo de metaplasia. Por 
exemplo, no esofago de Barretf (ou 
esofagite de Barrett), as celulas escamosas 
que em geral se encontram na parede do 
esofago (mucosa escamosa residual) sao 
substituidas pelas celulas secretoras que 
migram do estomago (epitelio metaplastico 
de Barrett). Essa metaplasia em questao, 
causada por refluxo cronico de acido do 
estomago, pode ser uma lesao precursora 
para um carcinoma de esofago, que aqui se 
originou de celulas gasfricas 
(adenocarcinoma ulcerado). (Adaptada de A. 
T Skarin, Aflas of Diagnostic Oncology, 3rd 
ed. Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 2003.) 
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Figura 2.14 Formagao de epitelio 
displasico Nessa neoplasia intra-epitelial 
escamosa de alto grau da cervix, as celulas 
epiteliais nao atravessaram a membrana 
basal {nao-visivel) e nao invadiram o 
estroma localizado logo abaixo. De 
qualquer forma, somente a camada 
superior de celulas mantem a aparencia 
achatada das celulas escamosas, 
enquanto as camadas celulares inferiores 
(roxo) perderam sua caracterlstica de celula 
achatada (veja a Figura 2.6A), sutilmente 
aumentaram o tamanho de seus nucleos e 
se acumularam em camadas celulares 
extra. (De A. T Skarin, Atlas of Diagnostic 
Oncology, 3rd ed. Philadelphia: Elsevier 
Science Ltd., 2003.) 



neoplasia 

intra-epitelial 


membrana 

basal 


Figura 2.15 Adenomas pre-invasivos e 
carcinomas Crescimentos adenomatosos, 
chamados de polipos em alguns orgaos, 
possuem uma morfologia que os tornam 
claramente distintos do epitelio normal e do 
displasico. (A) No colon, crescimentos pre- 
invasivos apresentam-se tanto como 
engrossamento achatado da parede do 
colon (polipos sesseis, nao-mostrados) ou 
como crescimento em forma de haste 
(polipos pedunculados), como mostrado 
aqui. Tais crescimentos, tambem chamados 
de “adenomas", nao penetraram a 
membrana basal e nao invadiram o 
estroma localizado logo abaixo. Polipos sao 
mostrados aqui em uma foto {esquerda) e 
uma secgao micrografica (direita). (B) 

Nesse carcinoma interne de ducto de 
mama, celulas epiteliais cancerosas quase 
preencheram completamente os dois 
ductos (esquerda, direita) e os expandiram 
a urn tamanho maior, mas ainda nao 
atravessaram a membrana basal 
circundante nem invadiram o estroma. (A, 
esquerda, cortesia de John Northover and 
Cancer Research, UK; direita, cortesia de 
Anne Campbell; B, de A. T Skarin, Atlas of 
Diagnostic Oncology, 3rd ed. Philadelphia; 
Elsevier Science Ltd., 2003.) 
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olho nu. Eles possuem todos os tipos de celulas encontrados no tecido epitelial normal, 
porem essa massa de celulas deu ini'cio a um programa de expansao substancial, criando uma 
massa macroscopica. Sob o microscopio, o tecido dentro desses crescimentos adenomatoses 
e visto como displasico. Eles normalmente crescem ate um certo tamanho e depois param, 
respeitando o limite criado pela membrana basal, que continua os separando do epitelio 
localizado logo abaixo. Como os crescimentos adenomatoses nao penetram a membrana 
basal e nao invadem o tecido subjacente, eles sao considerados benignos. 

Um grau mais avan^ado de anormalidade e representado por crescimentos que invadem os 
tecidos subjacentes (Figura 2.16). Pela primeira vez nos deparamos com tumores malignos 
que possuem alto potencial de amea^ar a vida do indivi'duo que o possui. Oncologistas clini- 
cos e cirurgioes freqiientemente reservam a palavra “cancer” para esses e outros crescimentos 
ainda mais anormais. De qualquer forma, neste livro, assim como na maioria das pesquisas 
contemporaneas sobre cancer, essa denomina^ao e utilizada mais imprecisamente para refe- 
rir-se a todos os tipos de crescimentos anormais. (Nesse caso de tecido epitelial, o termo 
“carcinoma” e normalmente aplicado a crescimentos que se desenvolveram a esse m'vel de 
invasividade.) Esses crescimentos desiguais — tanto os benignos como os malignos — sao 
coletivamente chamados de neoplasias, isto e, novos tipos de tecidos. (Alguns reservam o 
termo “neoplasia” para tumores malignos.) 


Figura 2.16 Carcinomas invasivos Tumores 
sao considerados malignos apos terem 
rompido a membrana basal e invadido o 
estroma ao redor. (A) Neste carcinoma de 
ducto invasive de mama, ilhas de celulas 
cancerigenas de epitelio estao misturadas 
com celulas do estroma. A natureza ductal 
deste carcinoma e revelada em maior 
resolugao {detaihe), em que se pode 
observer a formagao de ductos 
rudimentares pelas celulas de carcinoma 
(p. ex., centra do detaihe) com os lumens. 
(B) Neste carcinoma lobular invasive de 
mama, celulas individuals de carcinoma 
extravasaram para o estroma, geralmente 
fazendo-o de mode unico [varios nucleos 
pequenos e roxos). Eles circundam um 
unico ducto - um carcinoma in situ - no 
qual as celulas de cancer epiteliais 
crescem voltadas para o lumem do ducto, 
nao tendo penetrado a membrana basal e 
invadido o estroma circundante. (De A. T. 
Skarin, Atlas of Diagnostic Oncology, 3rd 
ed. Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 
2003.) 


Como mencionado anteriormente, celulas de um tumor primario recem-formado podem se- 
mear novas colonias de tumores em locals distances no organismo por meio do processo de 
metastase. Esse processo, por si so, e extraordinariamente complexo, e depende da habilidade 
das celulas cancerosas de invadirem tecidos adjacentes, entrarem para o sistema sangiii'neo e 
para os vasos linfaticos, migrarem por tais vasos para locals anatomicamente distances, deixa- 
rem os vasos e invadirem o tecido subjacente e encontrarem uma nova colonia de celulas tumo- 
rais em um local distance. Esses passes sao o assunto de discussao detalhada no Capi'tulo 14. 

Em fungao de que varios crescimentos catalogados nesta segao representam um aumento no grau 
de anormalidade tecidual, e provavel que eles possuam diferentes pontos de parada ao longo do 
caminho da progressao tumoral, na qual um tecido normal se desenvolve progressivamente em 
outro altamente maligno. De qualquer maneira, as relagoes entre precursor e produto desses diver- 
sos crescimentos (i. e., normal hiperplasico displasico neoplasico —> metastatico) sao 
apenas sugeridas pelas descrigoes citadas anteriormente, porem nao-comprovadas. 


2.5 Tumores sao crescimentos monoclonais 

Mesmo se aceitarmos a ideia de que tumores se desenvolvem a partir da alteragao progressiva 
das celulas normals, outras questoes permanecem obscuras: quantas celulas normals sao an- 
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Figura 2.17 Monoclonalidade versus 
poliolonalidade de tumores Na teoria, 
tumores podem ser de origem tanto 
monoclonal como policlonal. Em urn tumor 
policlonal (direita), multiplas celulas 
atravessam a barreira da normalldade para 
malignidade para se tornarem precursoras 
de diversas subpopulagoes geneticamente 
distintas de celulas dentro de uma massa 
tumoral. Em urn tumor monolconal 
(esquerda), somente uma unica celula e 
transformada de normal para uma com 
comportamento canceroso para se tornar 
precursora das celulas em uma massa 
tumoral. 
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tecessoras das que se congregam para formar um tumor (Figura 2.17)? As celulas tumorais 
descendem de uma linica cdula ancestral que ultrapassou o limite do crescimento normal 
para o anormal? Ou uma grande massa celular sofreu essa alteragao, e cada cdula se tornou o 
ancestral de uma subpopulagao distinta de celulas de uma massa tumoral? 

A maneira mais efetiva de reportar esse assume e determinar se todas as celulas na massa tumoral 
dividem um linico marcador comum genetico ou bioqui'mico. For exemplo, uma mutagao soma- 
tica aleatoria pode marcar uma celula de uma maneira incomum. Se esse marcador genetico 
estivesse presente em todas as celulas de um tumor, isso sugeriria que todas elas sao descendentes 
de uma celula inicialmente mutada e que todas as demais herdaram o marcador a partir de um 
linico progenitor em comum. Tal populagao de celulas que derivam de uma linica celula ancestral 
comum e chamada de monoclonal. Alternativamente, se a massa tumoral e composta por uma 
serie de subpopulagao de celulas geneticamente distintas que nao fornecem nenhum indicativo de 
uma origem comum, ela pode ser considerada policlonal. 

Os primeiros experimentos desenhados para medir a clonabilidade de populagoes de celulas 
tumorais foram baseados em um evento marcante nao-genetico (epigenetico) de ocorrencia 
natural. Como descrito anteriormente (Barra lateral 1.2, Figura 1.10), em celulas somaticas 
de embrioes de jovens femeas mami'feras, um dos dois cromossomos X em cada celula e 
escolhido aleatoriamente para ser silenciado. Esse silenciamento faz com que quase todos os 
genes em um cromossomo X em uma celula sejam reprimidos transcricionalmente e e mani- 
festado cariotipicamente por meio da condensagao do cromossomo X silenciado em uma 
pequena parti'cula chamada de corpusculo de Barr. Uma vez decidida a inativagao do cro¬ 
mossomo X (de origem maternal ou paternal) na celula embrionaria, todas as celulas descen¬ 
dentes nos tecidos do adulto aparentam respeitar a decisao feita por suas antecessoras no 
embriao e assim continuam a inativar o mesmo cromossomo X. 

O gene para desidrogenase glicose-6-fosfato (G6PD) esta localizado no cromossomo X, e mais de 
30% das mulheres afro-americanas apresentam heterozigose para esse loco. Assim, elas carregam 
dois alelos especificando formas de G6PD que podem ser diferenciadas ou por eletroforese em gel 
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de amido ou pelo fato de que uma forma e mais resistente a inativa^ao por calor do que a outra. 
Devido ao silenciamento do cromossomo X, cada uma das celulas nessas mulheres heterozigotas 
expressara somente um ou outro alelo do gene G6PD, que e manifestado, em contrapartida, na 
variante da protema G6PD que essas celulas sinterizam (Figura 2.18). Na maioria de seus tecidos, 
metade das celulas sintetiza uma variante da enzima, enquanto a outra metade sintetiza a outra 
variante. Em 1965, foram reportadas observa^oes sobre o numero de leiomiomas (tumor benig- 
no da parede uterina) em afro-americanas heterozigotas. Cada leiomioma invariavelmente expres- 
sava tanto uma quanto a outra forma da enzima G6PD. Isso significou que, com grande probabi- 
lidade, todas as suas celulas componentes descendiam de um linico progenitor em comum que 
expressava apenas aquele alelo em particular. 

Essa demonstrafao inicial de moclonalidade em tumores humanos foi seguida por diversas 
outras confirma^oes desse conceito. Uma prova veio da observa 9 ao de mielomas, que deri- 
vam dos precursores de celulas B de celulas plasmaticas produtoras de anticorpos. Normal- 
mente esse grupo de precursores de celula B consiste em centenas de milhares, provavelmente 
milhoes de subpopula^oes distintas, cada qual expressando sua propria molecula de anticor- 
po especi'fica como conseqiiencia de rearranjo particular do gene da imunoglobulina. Em 
contraste, todas das celulas de mieloma em um paciente produzem a molecula de anticorpo 
identica, indicando sua descendencia a partir de um unico ancestral em comum que esteve 
presente anos antes nessa complexa popula^ao celular heterogenea. (Figura 2.19A) 

Talvez a demonstra^ao mais real da monoclonalidade de um tumor tenha vindo de observa¬ 
nces de celulas cancerosas que tern uma variedade de aberra^oes cromossomais, as quais po- 
dem ser visualizadas microscopicamente quando ha a condensanao dos cromossomos, duran¬ 
te a metafase da mitose. Freqiientemente, uma anormalidade cromossomal muito peculiar — 
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Figura 2.18 Padroes de inativagao do 
cromossomo X e a monoclonalidade dos 
tumores (A) Enquanto um embriao feminino 
inicia com ambos os cromossomos X, em 
um estagio igualmente ativo, tanto o 
cromossomo X herdado pela mae (M) 
como 0 herdado pelo pal (P) logo sofrem 
inativagao aleatoria. Tal inativagao silencia a 
expressao de quase todos os genes que 
residem naquele cromossomo. Em um 
adulto, todos os descendentes de uma 
celula embrionaria especifica continuam a 
inativar o mesmo cromossomo X. Portanto, 
0 organismo adulto de uma femea e 
formado por clones de celulas do tipo Mp e 
do tipo mR em que a letra minuscula 
denota estado de inativagao. (B) As duas 
formas alelicas da desidrogenase glicose- 
6-fosfato (G6PD), que e codificada por um 
gene no cromossomo X, possuem 
sensibilidades diferenciadas a inativagao 
por calor. Portanto, um sutil aquecimento 
de um tecido de um heterozigoto - neste 
caso uma secgao do intestino - revela 
clones de celulas que carregam a variante 
da enzima {pantos azul-escuro) resistente 
ao calor, ainda ativa, entre os clones que 
nao a carregam. As celulas em cada clone 
sao descendentes de uma celula 
embrionaria que durante a embriogenese 
decidiu inativar seu cromossomo X paternal 
ou maternal. (C) 0 uso de eletroforese em 
gel de amido para resolver as duas formas 
de G6PD mostrou que todas as celulas 
cancerosas em um tumor desenvolvido em 
um paciente heterozigoto para G6PD 
expressam tanto uma como a outra forma 
desta enzima. Isso indica que todas as 
celulas descendem de um ancestral 
comum, 0 qual ja exibia esse padrao 
especifico de inativagao de X. Tal 
descoberta sugeriu que as celulas 
cancerosas de uma massa tumoral 
constituem um crescimento monoclonal. (B, 
de M. Novell! et al.. Proa. Natl. Acad. Sci. 
USA 100: 3311-3314, 2003; C, adaptada de 
RJ Fialkow, N. Engl. J. Med. 291: 26-35, 
1974.) 
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resultado claro de um acidente genetico raro — e observada em celulas cancerosas que corn- 
poem uma massa tumoral (Figura 2.19B). Tal observa^ao torna obvio que todas as celulas 
malignas desse tumor descendem de uma linica celula ancestral, na qual ocorreu a reestrutu- 
ra^ao originalmente. 

Enquanto tais observances parecem fornecer provas de que uma populanao tumoral e mono¬ 
clonal, a tumorogenese pode ser mais complexa. Vamos imaginar, de uma maneira geral, que 
dez celulas normals em um tecido simultaneamente atravessaram a barreira da normalidade 
para se tornarem malignas (ou pelo menos pre-malignas) e que cada uma dessas celulas, e, 
por conseqiiencia, seus descendentes, passaram a se proliferar incontrolavelmente (veja a 
Figura 2.17). Cada uma dessas dez celulas iniciais semearia uma ampla populanao monoclo¬ 
nal, e a massa tumoral como um todo, que consistiria na mistura das populanoes dessas dez 
celulas, seria policlonal. 

E provavel que cada uma dessas dez populafoes de clones se diversifique sutilmente das 
outras nove em algumas caracten'sticas, dentre elas o tempo necessario para essa popula^ao de 
celulas se duplicar. A simples matematica indica que populanoes de celulas que exibem um 
tempo de geranao um pouco menor irao, mais cedo ou mais tarde, crescer mais rapido do que 
as demais, e que os descendentes dessas celulas serao dominantes na massa tumoral, criando 
o que vai parecer ser um tumor monoclonal. De fato, diversos tumores parecem necessitar de 
decadas para se desenvolverem, o que e tempo suficiente para uma subpopulanao clonal se 
tornar dominante na massa tumoral. Portanto, a monoclonalidade dessas celulas em um 
tumor grande dificilmente prova que ele era estritamente monoclonal durante os estagios 
iniciais de seu desenvolvimento. 

Um segundo fator confundi'vel deriva da instabilidade genoti'pica e fenoti'pica de uma popu- 
la^ao de celulas tumorais. Como sera discutido em maiores detalhes no Capi'tulo 11, a popu- 
la^ao de celulas em um tumor pode iniciar como uma colenao relativamente homogenea de 



Figura 2.19 Provas adicionais da monoclonalidade de um tumor (A) No 
plasma normal, moleculas de imunoglobulina (Ig) (i. e., anticorpos) 
migram como uma colegao de moleculas heterogeneas na eletroforese 
em gel (Ig policlonal, parte superior da canaleta esquerda); essa 
heterogeneldade e indicatlva da particlpagao de um ampio espectro 
(uma populagao policlonal) de celulas plasmaticas na produgao de 
anticorpos. De qualquer forma, na doenga do mieloma multipio, essa 
populagao de moleculas heterogeneas de Ig e substitulda por uma 
unica especie de anticorpo (chamado de M-spike), o qual e produzido 
por uma unica populagao clonal de celulas tumorais secretoras de 
anticorpo. (B) llustrado aqui esta uma translocagao nao-comum {seta) 


que envolve a troca de segmentos entre dels cromossomos separados 
(nao-homologos) - cromossomos vermelhos e amarelos] a 
translocagao afeta somente um dos cromossomos homologos 
pareados. Esse evento de translocagao ocorre entre a populagao de 
celulas cariotipicamente normals {fileira superior), cria uma “assinatura” 
caractertstica do tumor que esta sendo estudado em particular. 
(Somente um dos dois produtos da translocagao esta mostrado aqui.) 
Como todas as celulas cancerosas de um dado tumor carregam 
igualmente a rara translocagao {linha inferior), isso indica que eles 
descendem de um progenitor unico no qual inicialmente ocorreu essa 
translocagao. (A, cortesia de S. Chen - Kiang and S. Ely.) 
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celulas (assim formando um crescimento monoclonal), porem logo essa popula^ao pode tor- 
nar-se bastante heterogenea, em fun^ao da aquisi^ao contmua de novos alelos mutantes por 
diferentes celulas nessa popula^ao. A heterogeneidade genetica resultante pode mascarar a 
verdadeira origem monoclonal dessa popula^ao de celulas, uma vez que muitos dos marcado- 
res genericos nessas celulas descendentes estarao presentes apenas nas subpopula^oes especl- 
ficas de celulas dentro da massa tumoral. 

Essas altera 96 es complicam nosso entendimento sobre as origens monoclonais dos tumores. 
Apesar de tudo, ha um consenso amplamente distribuldo de que a grande maioria dos tumo¬ 
res humanos sao crescimentos monoclonais que descendem de uma linica celula progenitora 
que deu os primeiros pequenos passos para se tornar cancerosa. 


2.6 Canceres ocorrem com vastas freqiiencias diferentes em 
popula^oes humanas distintas 

A natureza do cancer sugere que ela seja a doen^a do caos, o colapso da ordem biologica 
existente no corpo humano. Mais especificamente, a desordem observada no cancer deriva-se 
diretamente do mau funcionamento do controle que normalmente e responsavel por deter- 
minar quando e onde as celulas ao longo do corpo irao multiplicar-se. Na realidade, existe 
uma ampla oportunidade na desordem do cancer para atacar o corpo humano. A maior parte 
das mais de 10 '^ celulas no organismo continua a carregar informa^ao genetica que antes 
permitia que elas existissem e pudessem, no futuro, se multiplicar mais uma vez. Isso explica 
por que o risco de prolifera 9 ao celular exacerbada em diversos locais ao longo do organismo 
e substancial ao longo da vida de mami'feros como nos. 

Mais precisamente, o risco de se ter cancer e muito maior do que o tamanho de uma popu- 
la^ao > 10 *^ possa sugerir, uma vez que este mimero representa a media de uma popula^ao de 
celulas em estado estacionario em um organismo em qualquer ponto no tempo durante sua 
vida adulta. O mimero agregado de celulas que sao formadas durante o tempo de vida medio 
de um humano e cerca de 10 *'^, um mimero que comprova a enorme quantidade de gera^ao 
celular — o que inclui morte e reposifao celular (quase 10 ^ eventos por segundo) - que ocorre 
continuamente em diversos tecidos do corpo. Como discutido nos Capltulos 9 e 12, cada vez 
que uma nova celula e formada pelo complexo processo de crescimento e divisao celular, 
existem diferentes maneiras desses eventos ocorrerem de maneira incorreta. Desse modo, a 
probabilidade de ocorrer um desastre, incluindo forma 9 ao de celulas cancerosas, e bastante 
grande. 

Como um processo biologico normal (divisao celular incessante) provavelmente cria um 
substancial risco de cancer, pareceria logico que popula^oes humanas ao longo do mundo 
poderiam experimentar freqiiencias similares de cancer. De qualquer forma, quando as taxas 
de incidencia de cancer (i. e., as taxas nas quais as doen 9 as sao diagnosticadas) sao checadas 
em diversos paises, aprendemos que os riscos de muitos tipos de canceres variam dramatica- 
mente (Tabela 2.5), ao passo que outros tipos (nao-indicados naTabela 2.5) de fato mostram 
taxas de incidencias comparaveis ao longo do globo. No entanto, nossa especula^ao de que 
todos os canceres deveriam atingir diferentes popula^oes humanas em taxas comparaveis esta 
simplesmente errada. Alguns ocorrem e outros nao. Tais fatos nos for^am a reconsiderar o 
nosso pensamento de como os canceres sao formados. 

Alguns dos mais do que 100 tipos de canceres humanos parecem ter uma alta propor^ao de 
tumores que sao causados por acidentes da natureza aleatorios e inevitaveis e, dessa forma, 
ocorrem com freqiiencias comparaveis em varias popula^oes humanas. Isso parece ser verda- 
deiro para alguns tipos de tumores pediatricos. Em adi^ao a essas taxas de incidencia relativa- 
mente constantes de alguns canceres especificos, ainda outros fatores parecem intervir em 
certas populaqoes para aumentar dramaticamente o mimero total de casos de cancer. Os dois 
fatores contribuintes obvios aqui sao hereditariedade e ambiente. Diferentes popula^oes huma¬ 
nas podem carregar alelos suscetiveis ao cancer em freqiiencias bastante diferentes. De maneira 
alternativa, o meio ambiente onde esses individuos vivem pode contribuir fortemente para as 
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Tabela 2.5 Variagao geografica da incidencia de cancer e taxas de mortalidade 


Raises que mostram as incidencias mais alias e mais baixas de tipos especificos de cancer® 


Local do cancer 

Pals de maior risco 

Pals de menor risco 

Risco relativo 
H/Lb 

Pele (melanoma) 

Australia (Queensland) 

Japao 

155 

Labio 

Canada (Newfoundland) 

Japao 

151 

Nasofaringe 

Hong Kong 

Reino Unido 

100 

Prostata 

Estados Unidos 
(Afro-americano) 

China 

70 

FIgado 

China (Shangai) 

Canada (Nova Escocia) 

49 

Penis 

Brasil 

Israel (Asquenazes), 

42 

Cervix (utero) 

Brasil 

Israel (nao-judeus) 

28 

Estomago 

Japao 

Kuwait 

22 

Pulmao 

Estados Unidos 
(Luisiana, Afro-americano) 

India (Madras) 

19 

Pancreas 

Estados Unidos 
(Los Angeles, 

Coreano americano) 

India 

11 

Ovario 

Nova Zelandia (Polinesia) 

Kuwait 

8 


Areas geograficas que mostram maiores e menores taxas de mortalidade 
a partir de tipos especificos de cancer® 

Risco relative 

Local do cancer Area de maior risco Area de menor risco H/L'® 


Pulmao, homem 

Leste da Europa 

Oeste da Africa 

33 

Esofago 

Africa do Sul 

Oesfe da Africa 

16 

Colon, homem 

Australia, Nova Zelandia 

Africa Central 

15 

Mama, mulher 

Norte da Europa 

China 

6 


®Ver C. Muir, J. Waterhouse, T. Mack et al., eds.. Cancer Incidence in Five Continents, vol. 5, Lyon: International 
Agency for Reseach on Cancer, 1987; resumido por V.T DeVita, S. Heilman, and S.A Rosenberg, Cancer: Princi¬ 
ples and Practice of Oncology, Philadelphia: Lippincott, 1993. 

®Risco relative: incidencia ajustada pela idade ou pela taxa de mortalidade em areas ou paises maiores (H) divi- 
dido pela incidencia ajustada pela idade ou pela taxa de mortalidade em paises ou areas menores (L). Esses nu- 
meros se referem as taxas ajustadas pela idade, p.ex., o risco relative de urn individuo de 60 anos morrer de urn 
tipo especifico de tumor em urn pais comparado com urn individuo de 60 anos de outro pais. 

®Ver R Pisani, D.M. Parkin, F. Bray and J. Ferlay, Int. J. Cancer 83:18-29, 1999. Esta pesquisa dividiu a populagao huma- 
na em 23 areas geograficas e analisou as taxas de mortalidade relative de diversos tipos de cancer em cada area. 


taxas de incidencia da doenga. O ambiente, de maneira ampla, inclui tanto o ar quanto a 
agua consumidos pelo organismo, assim como estilo de vida, por exemplo, escolha da dieta, 
habitos de reprodugao e tabagismo. 

Qual dessas duas alternativas - hereditariedade ou ambiente - e o dominante determinante 
da variagao na incidencia do cancer entre paises? Enquanto diversos tipos de alelos causado- 
res de doengas estao distribuidos de forma desigual nos grupos de genes de diferentes popu- 
lagoes humanas, esses alelos nao parecem explicar a dramatica diferenga nas taxas de inciden¬ 
cia de varios canceres pelo mundo. Tal fato e melhor demonstrado por meio da medida de 
taxas de cancer na populagao imigrante. Por exemplo, as taxas de cancer de estomago em 
japoneses sao de 6 a 8 vezes superiores as dos americanos (Figura 2.20). Entretanto, quando 
os japoneses se fixaram nos Estados Unidos, dentro de uma geragao os sens descendentes 
exibiram um indice de cancer de estomago que e comparavel aquele das populagoes ao redor. 
Para a grande maioria dos canceres, o risco da doenga parece estar diretamente relacionado 
com o “ambiente”, que compreende tanto o ambiente fisico como o estilo de vida. 

Como indicado na Tabela 2.5, a incidencia de alguns tipos de cancer pode variar muito 
de uma populagao para a outra. Assim, o cancer de mama na China tern cerca de um 
sexto de ocorrencia em comparagao com os Estados Unidos ou o norte da Europa. Tendo 
excluido contribuigoes geneticas para essa diferenga, podemos entao concluir que 85% 
dos canceres de mama nos Estados Unidos podem, em teoria, ser evitados se as mulheres 
americanas experimentarem um ambiente e um estilo de vida semelhante aquele das 
contrapartes chinesas. Mesmo entre a populagao americana, ha vastas diferengas na mor¬ 
talidade por cancer: os adventistas do setimo dia, cuja religiao nao encoraja o tabagismo. 
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Figura 2.20 Comparagao da incidencia do 
cancer de pais para pais Registros de saude 
publica revelam dramfticas diferengas na 
incidencia de certos tipos de canceres em 
diferentes paises. Aqui a incidencia relativa 
de urn grupo de canceres no Japao e na ilha 
do Flavai estao demonstrados. 
Invariaveimente depois que os japoneses 
imigraram para o Havai, ao iongo das 
geragoes, suas taxas de cancer se 
aproximaram daqueias da populagao que 
havia se fixado no locai antes deles, isso 
indica que as diferengas nas taxas de cancer 
nao sao devidas a diferengas geneticas entre 
a populagao japonesa e a americana. (De J. 
Peto, Nature 411:390-395, 2001.) 


■ Flavaiano branco 1988-1992 


o consumo de alcool nem o de came, morrem de cancer a uma taxa que e somente 
metade daquela da populagao em geral. 

Para aqueles que pretendem entender o mecanismo etiologico (causador) do cancer, tais 
descobertas levam a uma linica conclusao: a grande maioria dos canceres que ocorrem comu- 
mente e causada por fatores ou agentes externos ao corpo, que entram no corpo e de alguma 
forma atacam e corrompem sens tecidos. Em uma minoria de canceres, variagoes substanciais 
no risco de cancer podem ser atribufdas a diferengas no comportamento reprodutivo e aos 
efeitos resultantes do meio hormonal dentro de um organismo feminino. 

Vamos imaginar, pelo objetivo de argumentagao, que o faro de evitar certos fatores obvios causa- 
dores de cancer na dieta e no estilo de vida resultaram em uma redugao de 50% no risco de morrer 
de cancer no oeste dos Estados Unidos, deixando o cancer como causa de cerca de 10% da 
mortalidade geral nessa populagao. Nessas condigoes, dadas as aproximadamente 10'*’ mitoses 
que ocorrem em cada corpo humano durante um ciclo de vida normal, calculamos que apenas 
uma em 10'^ divisoes celulares levaria direta ou indiretamente a um cancer clinicamente detecta- 
vel. Agora nos tornamos convencidos de que, mesmo com a grande chance intrmseca de desen- 
volver o cancer, o organismo deve ser capaz de construir defesas muito efetivas que normalmente 
tern sucesso em deter a doenga durante os 70 ou 80 anos que a maioria de nos passara nesse 
planeta. Tais defesas sao o conteudo de muitas discussoes ao iongo deste livro. 


15 



tipo de cancer 


■ Osaka 1970-1971 ■ Flavaiano japones 1988-1992 

■ Osaka 1988-1992 ■ Flavaiano branco 1968-1972 


2.7 Os riscos de canceres frequentemente parecem 
estar aumentados por innuencias transferiveis, 
incluindo o estilo de vida 

A evidencia de que certos tipos de canceres estao associados a exposigoes especlficas ou estilo 
de vida e bastante antiga, antecedendo a epidemiologia moderna em mais de cem anos. O 
primeiro relate conhecido surgiu a partir de observagoes de um medico ingles chamado John 
Hill, que, em 1761, notou a conexao entre o cancer nasal e o excessive uso do tabaco. Qua- 
torze anos mais tarde, Percivall Pott, cirurgiao em Londres, reportou que havia encontrado 
um numero relative de cases de cancer de pele no saco escrotal de homens adolescentes que, 
quando meninos, trabalharam como limpadores de chamines. Dentro de tr& anos, a associa- 
gao dos limpadores de chamines da Dinamarca encorajou sens operarios a tomarem banho regu- 
larmente para remover da pele o agente aparentemente causador do cancer. Tal pratica foi prova- 
velmente a principal causa na redugao do I'ndice de cancer escrotal no continente Europeu quando 
comparado com a Gra-Bretanha mesmo um seculo mais tarde. 
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Com infcio em meados do seculo XVI, a prata era extrai'da em grandes quantidades das 
minas em St. Joachimsthal, na Bohemia, hoje Jachymov, na Republica Tcheca. (As moedas 
de prata de Joachimsthaler entraram logo em circula^ao, sendo chamadas de thaler, que fmal- 
mente gerou a palavra “dolar”!) Na primeira metade do seculo XIX, foram documentados 
altos Indices de cancer de pulmao em mineradores, uma doen^a de que quase nao se ouvia 
nada a respeito na epoca. Mais uma vez uma exposi^ao ocupacional havia sido relacionada 
com um tipo especifico de cancer. 

Em 1839, um medico italiano reportou que o cancer de mama estava sendo um castigo em 
conventos de freiras, estando presente a uma taxa seis vezes maior do que em mulheres da 
popula^ao em geral que tinham dado a luz diversas vezes. Ao final do seculo XIX, estava claro 
que a exposi^ao ocupacional e o estilo de vida estavam muito conectados ao cancer e aparen- 
temente causavam inumeros tipos de cancer. 

A abrangencia de agentes que poderiam desencadear o cancer expandiu com a descoberta, na 
primeira decada do seculo XX, de que medicos e outros que usaram o entao recentemente 
inventado tubo de raios X tinham Indices aumentados de cancer, freqtientemente desen- 
volvendo tumores que surgiam no local da irradia^ao. Tais observances levaram, muitos anos 
mais tarde, ao entendimento do cancer de pulmao nos mineradores de St. Joachimsthaler: a 
sua alta taxa no Indice de cancer de pulmao poderia ser atribulda aos altos niveis de radioati- 
vidade nos minerios vindos dessas minas. 

Talvez a associanao mais convincente entre exposi^ao ambiental e incidencia do cancer 
tenha sido forjada em 1949 e 1950, quando dois grupos de epidemiologistas reportaram 
que individuos que fumavam cigarros em grandes quantidades corriam um risco de de- 
senvolver cancer de pulmao vinte vezes mais alto do que os nao-fumantes. Os resultados 
iniciais desse estudo que marcou a historia do cancer estao mostrados na Tabela 2.6. Tais 
correlanoes epidemiologicas provaram ser criticas para posteriores estudos sobre o can¬ 
cer, pois sugeriam que este freqiientemente possula causas transferiveis, e que uma ca- 
deia de casualidades poderia um dia ser tra^ada entre essas recentes causas e as alteranoes 
cancerosas observadas em certos tecidos humanos. De fato, na metade do seculo que 
seguiu os relates de 1949 a 1950, epidemiologistas identificaram uma serie de fatores 
ambientais e de estilo de vida que estavam muito relacionados com a incidencia de al- 
guns canceres (Tabela 2.7); em alguns desses cases, pesquisadores estavam aptos a desco- 
brir os mecanismos biologicos especificos pelos quais esses fatores atuam para causar um 
aumento no Indice de alguns desses canceres. 


2.8 Agentes quimicos especificos podem induzir o cancer 

Condensados de piche de carvao, semelhantes aqueles implicados na causa de cancer pelo 
trabalho de Percivall Pott, foram usados no Japao no inicio do seculo XX para induzir cancer 
de pele em coelhos. Repetidas pinturas em areas localizadas da pele das orelhas resultaram, 
depois de meses, no desenvolvimento de carcinomas. Esse trabalho primeiramente reportado 
por Katsusaburo Yamagiwa, em 1915, foi pouco reconhecido na comunidade cientifica in- 
ternacional da epoca (Figura 2.21). Na verdade, ele representava um avan^o formidavel, pois 
implicava diretamente agentes quimicos (aqueles do piche de carvao) na causa do cancer. 


Tabela 2.6 Risco relativo de cancer de pulmao em relapao ao numero de cigarros fumados por dia® 



Nao-fumante 

Fumante 



Numero de cigarros fumados 
por dia no inicio da doenga 

> 1, < 5 

>5,<15 

> 15, < 25 

>25 

Risco reiativo 

1 8 

12 

14 

27 


risco relativo indica o risco de contrair cancer de pulmao corriparado com o de um nao-fumante, que foi 
determinado como 1. 


De R. Doll and A.B. Hill, BMJ 2:739-748, 1950. 
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Tabela 2.7 Causas conhecidas ou suspeitas de canceres humanos 


Fatores do ambiente e de estiio de vida conheoidos ou suspeitos de serem causa 
etiologica de canceres humanos nos Estados Unidos® 

Tipo % do total de cases*’ 

Cancer devido a exposigao ocupacional 

1-2 

Canceres de estiio de vida 


Relacionados ao tabaco (locals: p. ex., pulmao, bexiga, rim) 

34 

Dieta (pobre em vegetais, rica em nitratos, sal) 

5 

(locals: p.ex., estomago e esofago) 


Dieta (rica em gordura, pobre em fibras, alimentos grelhados/fritos) 

37 

(locals: p.ex., intestines, pancreas, prostata, mama) 


Tabaco e alcool (locals: boca, garganta) 

2 


Agentes carcinogenicos especificos responsaveis por oausar alguns tipos de cancer'’ 

Cancer 

Exposigao 

Carcinoma escrotal 

fumaga condensada de chamine 

Angiossarcoma de figado 

cloro vinil 

Leucemias agudas 

benzeno 

Adenocarcinoma nasal 

poeira de madeira 

Csteossarcoma 

radio 

Carcinoma de pele 

arsenico 

Mesotelioma 

asbestos 

Carcinoma vaginal 

dietilstilbestrol 

Carcinoma oral 

tabaco 


“Adaptada de Cancer Facts and Figures, American Cancer Society, 1990. 

‘>Acredita-se que urn grande numero de canceres sejam provocados por uma dieta com aito vaior calorico 
combinada com varios desses fatores de estiio de vida. 

‘^Adaptada de S. Wiison, L. Jones, C. Coussens and K. Hanna, eds. Cancer and the Environment: Gene- 
Environment interaction, Washington, DC: Nationai Academy Press, 2002. 


Igualmente importante, o trabalho de Yamagiwa, juntamente com o de Peyton Rous (a set 
descrito no Capi'tulo 3), demonstrou que cancer pode ser induzido como se desejar em ani¬ 
mals de laboratorio. Antes dessas descobertas, pesquisadores eram obrigados a aguardar o 
aparecimento espontaneo de tumores em animals selvagens ou domesticos. Agora os canceres 
poderiam ser produzidos de acordo com uma escala previsiVel, freqiientemente envolvendo 
diversos meses de tratamentos experimentais em animals. 



(A) 


(B) 



Figura 2.21 A primeira indugao de tumores 
por oompostos carcinogenicos (A) Em 
1915, Katsusaburo Yamagiwa reportou a 
primeira bem-sucedida indugao de cancer 
por repetidos tratamentos em orelhas de 
coelhos com urn composto carcinogenico, 
nesse caso, o piche de carvao. (B) Os 
carcinomas de pele (seta) que ele induziu 
nas orelhas desses coelhos foram 
preservados e encontram-se no museu de 
medicina da Universidade de Tokyo. Este 
carcinoma em particular foi colhido e fixado 
depois de 660 dias de pintura com piche 
de carvao. (Cortesia de T. Taniguchi.) 
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Em 1940, qulmicos britanicos purificaram varies dos componentes do piche de carvao, 
que era particularmente carcinogenico (i. e., causador de cancer), como mostrado pela 
habilidade desses compostos em induzir canceres na pele de camundongos de laborato- 
rio. Compostos como o 3-metilcolantreno, benzo[i 2 ]pireno e 1,2,4,5 - dibenz[^?,/?]antraceno 
eram produtos comuns da combustao, e alguns desses bidrocarbonetos, especialmente o 
benzo[^]pireno, eram subseqiientemente encontrados tambem em condensados de fu- 
ma^a de cigarro (Figura 2 . 22 ). Tais descobertas sugeriram que certas especies qui'micas 
que entravam no organismo humane poderiam perturbar tecidos e celulas e, no final, 
provocar o surgimento de um tumor. O mesmo poderia ser dito para raios X, que tam¬ 
bem eram capazes de produzir canceres ostensivamente por meio de um mecanismo de 
a^ao um pouco diferente. 

Enquanto tais descobertas eram reportadas, uma linha independente de pesquisa que retra- 
tou o cancer como uma doen 9 a infecciosa estava sendo desenvolvida. Como descrito deta- 
Ihadamente no Capi'tulo 3, pesquisadores, na primeira decada do seculo XX, descobriram 
que virus poderiam causar leucemias e sarcomas em galinhas infectadas. Em meados do secu¬ 
lo, foi observado que uma grande variedade de virus era capaz de induzir o cancer em coe- 
Ihos, galinhas, camundongos e ratos. Como conseqiiencia, aqueles com a inten 9 ao de des- 
mascarar as origens do cancer em humanos foram puxados para tres dire 96 es distintas, visto 
que a evidencia de cancer causado por agentes qulmicos, virais e flsicos (i. e., radia 9 ao) tor- 
nou-se convincente. 


2.9 Tan to carcinogenicos flsicos como quimicos 
atuam como mutagenicos 


Figura 2.22 Estruturas de bidrocarbonetos 
carcinogenicos Essas especies quimicas 
se desenvolvem a partir da combustao 
incompleta de compostos organicos (i. e., 
que contenham carbono). Cada uma das 
estruturas quimicas mostradas aqui, que ja 
foram determinadas antes de 1940, 
representa uma especie quimica que se 
descobriu ser potencialmente 
carcinogenica depois de purificada. Os 
quatro compostos na fiieira de cima sao 
bidrocarbonetos aromaticos policiclicos 
(PAFis). (De E. C. Miller, Cancer Res. 38: 
1479-1496, 1978.) 


A confusao causada pelas tres teorias competidoras de carcinogenese foi reduzida significati- 
vamente por descobertas realizadas no campo da genetica da mosca-das-frutas. Em 1927, 
Hermann Muller descobriu que poderia induzir mutapoes no genoma de Drosophila mela- 
nogaster expondo-as a raios X. Mais importante, essa descoberta revelou que o genoma de um 
animal era mutavel, ou seja, que este conteiido de informapao poderia ser alterado por meio 
de tratamentos especlficos, notavelmente irradiapao. Ao mesmo tempo, ele sugeriu ao menos 
um mecanismo pelo qual raios X poderiam induzir o cancer: a radiapao possivelmente era 
capaz de mutar os genes de celulas normals, criando assim celulas mutantes que cresciam de 
maneira maligna. 

No final da decada de 1940, foi observado que uma serie de compostos, muitos deles agentes 
alquilantes do tipo dos que haviam sido utilizados na I Guerra Mundial (gas de mostarda), 
tambem eram mutagenicos para a mosca-das-frutas. Logo depois, foi observado que alguns 




2' ,3-dimetil-4-amino-azobenzeno 


A/,A/-dimetil-4-amino-azobenzeno 
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desses mesmos compostos eram carcinogenicos para animais de laboratorio. Essas descober- 
tas fizeram com que diversos geneticistas especulassem que o cancer era uma doenqa de genes 
mutantes e que agentes carcinogenicos, como os raios X e certos compostos, tiveram sucesso 
em induzir cancer por meio de sua habilidade de mutar genes. 

Tais especulaqoes foram pioneiras nesse contexto. No im'cio de 1914, o biologo alemao Theodor 
Boveri, divagando em antigas observaqoes de outros, sugeriu que os cromossomos, os quais 
carregavam a informaqao genetica, eram uma aberraqao nas celulas cancerosas e que essas 
celulas poderiam ser mutantes. As ideias de Boveri, junto com outras especulaqoes sobre a 
origem do cancer, ganharam alguns partidarios, ate que, em 1960, foi descoberta a configu- 
raqao anormal de um cromossomo em uma grande proporqao de casos de leucemia mieloge- 
nica cronica (CML). Esse cromossomo, chamado de cromossomo Philadelfia pelo lugar da 
sua descoberta, era uma caracten'stica claramente distinta do referido tipo de cancer (Figura 
2.23). A sua associaqao reproduziVel com essa classe de celulas tumorais sugeriu, mas nao 
comprovou, que ele possui'a um papel causal na tumorogenese. 

Em 1975, o geneticista bacteriano Bruce Ames, enquanto trabalhava na universidade da 
California, em Berkeley, divulgou resultados de experimentos que contribufram em grande 
peso para a teoria de que os carcinogenicos podem funcionar como mutagenicos. Deca- 
das de experimentos com ratos e camundongos de laboratorio demonstraram que com¬ 
postos carcinogenicos atuavam em ampla diferenqa potencial, diferenciando-se em um 
milhao de vezes na sua habilidade em induzir os canceres. Esses experimentos mostra- 
ram, por exemplo, que um micrograma de aflatoxina, um composto produzido por fun- 
gos gerados em amendoins e trigo, era um potente carcinogenico, 10 mil vezes maior do 
que o composto sintetico benzidina. Ames colocou a questao se esses diversos compostos 
eram mutagenicos; mais especificamente, se os compostos que eram potentes carcinoge¬ 
nicos poderiam vir a ser potentes mutagenicos. 

A dificuldade que Ames encontrou em seus esforqos iniciais para abordar essa questao era 
simples: nao havia nenhuma boa maneira de se medir os potenciais mutagenicos relatives de 
diversas especies quimicas. Assim, Ames desenvolveu seu proprio metodo para quantificar o 
potencial mutagenico. Ele desenvolveu um protocolo experimental que consistia na aplica- 
qao de compostos carcinogenicos em uma populaqao da bacteria Salmonella em crescimento 
em placas de Petri e, entao, no registro das habilidades desses carcinogenos para mutar a 
bacteria. Era observado o mimero de colonias de Salmonella que crescia apos a exposiqao a 
um ou outro composto. 


Figura 2.23 Estrutura do cromossomo 
Filadelfia A analise do padrao de bandas 
do cromossomo na metafase em celulas de 
leucemia mielogenica cronica (CML) 
demonstrou, pela primeira vez, o pequeno 
cromossomo caracteristico (chamado de 
“cromossomo Filadelfia” ou Ph^, que esta 
presente na grande maioria das celulas de 
CML. (A) Este padrao de bandas, 
determinado por meio de analise por 
microscopio optico dos cromossomos 
corados em metafase, esta ilustrado aqui 
esquematicamente. Enquanto a 
translocagao cromossomal que gera os 
dois cromossomos alterados (9q + , 22q-) e 
redproca (i. e., envolve uma perda e um 
ganho por cada um dos dois 
cromossomos), os tamanhos dos bragos 
dos trocados dos cromossomos sao 
diferentes, levando ao Cromossomo 22 
truncado (i. e., 22q-). A seta indica o ponto 
de crossing-over, conhecido como o ponto 
de quebra da translocagao. (B) A alteragao 
relativamente menor que ocorre no 
cariotipo de uma celula tumoral criada pela 
translocagao CML e aparente nessa analise 
SKY na qual sao utilizadas sondas 
especificas para cada cromossomo, 
juntamente com corantes fluorescentes e 
coloragoes geradas por computadores, 
para visualizar por completo a 
complementagao cromossomal de celulas 
CML. Como pode ser visto, um dos dois 
Cromossomos 9 adquiriu um segmento 
roxo-claro (uma cor designada para o 
Cromossomo 22) no final de seu brago 
longo. De forma reciproca, um dos dois 
Cromossomos 22 adquiriu uma regiao 
branca (caracterlstica do Cromossomo 9) 
no final de seu brago longo. (A, de B. 
Alberts et al.. Molecular Biology of the Cell, 
4th ed. New York: Garland Science, 2002; 

B, cortesia de Thomas Ried and Nicole 
McNeil.) 
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composto-teste 



figado de rate 
homogeneizado 


+ 



ativagao metabolica 
do composto-teste 
por enzimas do figado 
do rato 


Figura 2.24 Teste de Ames para avaliar a mutagenicidade 0 teste de Ames tornou 
possivel estimar quantitativamente o potencial mutagenico de urn composto em 
teste. Inicialmente, o figado de urn rato (ou outra especie) e homogeneizado, 
liberando enzimas que podem ativar metabolicamente urn composto para sua 
forma mutagenica. 0 homogeneizado de figado de rato {pantos matrons) e entao 
misturado com o composto-teste {laranja), que frequentemente resulta na 
conversao do composto-teste em urn composto de estado quimicamente ativado 
(vermelho). Essa mistura (que ainda contem o homogeneizado de figado, nao 
mostrado) e colocada em uma placa onde esta a bacteria mutante Salmonella 
ipequenos pantos verdes), que requer a presenga do aminoacido histidina no seu 
meio de cultura para se desenvolver. Como a histidina nao foi adicionada ao meio, 
somente aquelas bacterias que sao mutadas para urn genotipo independente de 
histidina (e fendtipo) serao capazes de crescer, e cada uma dessas gerara uma 
grande colonia {verde) que pode ser vista a olho nu e contada, indicando quantas 
bacterias mutantes (e consequentemente alelos mutantes) foram geradas em 
fungao da rapida exposigao ao composto ativado. 
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adicionar a bacteria Salmonella 
incapaz de se desenvolver 
sem a presenga da histidina 
no meio de cultura 



contar o numero de colonias 
de bacterias que sofreram 
mutagao permitindo que 
elas cresgam sem 
a presenga da histidina 


Mais detalhadamente, Ames utilizou uma cepa de Salmonella que ja era um mutante e, 
assim, era incapaz de crescer em meio de cultura desprovido do aminoacido histidina. O 
alelo mutante que causava esse fenotipo era susceti'vel a retromutagao para um alelo tipo 
selvagem. Uma vez que o alelo tipo selvagem era formado em resposta a exposigao a um 
mutagenico, uma bacteria carregando esse alelo tornou-se capaz de se desenvolver no 
meio seletivo de Ame, multiplicando-se ate format uma colonia que poderia ser registra- 
da a olho nu (Figura 2.24). 

Em princi'pio, Ames precisava somente introduzir um composto-teste a placa de Petri con- 
tendo sua cepa especial de Salmonella. Por meio da contagem do numero de colonias de 
bacterias que surgiram, ele poderia mensurar o potencial mutagenico do composto. Porem 
ainda permanecia um obstaculo substancial para o sucesso desse ensaio de mutagenese. Estu- 
dos detalhados de uma serie de compostos carcinogenicos mostraram que depois que as 
moleculas carcinogenicas entravam nos tecidos do animais de laboratorio, elas eram metabo- 
lizadas em outras especies qui'micas. Na maioria dos casos, os produtos resultantes do meta- 
bolismo, em vez dos compostos inicialmente introduzidos, pareciam ser os agentes direta- 
mente responsaveis pela observada indugao do cancer. Observou-se que esses compostos 
metabolizados eram muito reativos quimicamente e capazes de format ligagoes covalentes 
com varias macromoleculas que se sabia estarem presentes nas cdulas - DNA, RNA e protema. 

Os compostos originais nao-modificados que foram introduzidos nos animais de laboratorio 
foram chamados de pro-carcinogenos, para indicar sua habilidade de se converter em um 
composto carcinogenico ativo, os quais foram chamados de carcinogenos finais. Essa con¬ 
versao qui'mica complicou o desenho do ensaio de mutagenese de Ames. Se muitos compos¬ 
tos requerem ativagao metabolica antes de sua carcinogenicidade se tornar aparente, parecia 
plausi'vel que seus poderes mutagenicos somente seriam evidentes depois dessa conversao 
metabolica. Dados os mecanismos radicalmente diferentes de celulas bacterianas e de mami- 
feros, era muito improvavel que a bacteria Salmonella de Ames fosse capaz de realizar a ativa¬ 
gao metabolica de pro-carcinogenos em tecidos de animais de laboratorio. 


Essa informagao forgou Ames a adicionar um passo extra a seu ensaio de mutagenese, um 
passo sugerido por trabalhos anteriores de outros pesquisadores. Sabia-se que uma grande 
quantidade de compostos que entram no organismo sofria uma conversao metabolica no 
figado. Muitas dessas conversoes podem ser realizadas em tubos de ensaio simplesmente 
misturando os compostos com homogeneizado de figado. Entao Ames misturou homogenei¬ 
zado de figado de rato com os compostos-teste e introduziu essa mistura nas placas de Petri 
que continham Salmonella. (Sabemos que a ativagao metabolica de pro-carcinogenos no figa¬ 
do e, na maioria das vezes, mediada por enzimas que em geral estao envolvidas, paradoxal- 
mente, na detoxificagao dos compostos introduzidos no organismo; veja a Segao 12.6) 

Quando Ames adicionou a sua cultura de Salmonella o homogeneizado de figado, seu ensaio 
de potencial de mutagenico funcionou brilhantemente. Ele revelou que diversos carcinoge- 
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nos ja conhecidos tambem eram ativamente mutagenicos. Ainda mais importantes foram as 
correlafoes que Ames encontrou. Compostos que eram potentemente mutagenicos tambem 
eram poderosos carcinogenos. Aqueles que eram pouco mutagenicos induziam cancer pobre- 
mente. Tais correla^oes, analisadas em graficos por outros estudiosos, se estenderam por mais 
de cinco ordens de magnitude de potencia (Figura 2.25). 

Como vimos anteriormente, a ideia de que carcinogenos sao mutagenicos antecede o traba- 
Iho de Ames por um quarto de seculo. Apesar de tudo, os resultados de sua analise atrai'ram 
pesquisadores interessados na origem do cancer, uma vez que eles se dedicaram tao direta- 
mente a rela^ao entre carcinogeno e mutagenico. Suas razoes seguiram desta forma: Ames 
bavia demonstrado o poder mutagenico de alguns compostos qui'micos em bacteria. Como 
os genomas, celulas bacterianas e de animais sao, ambas, formadas pelas mesmas substancias 
qui'micas — DNA dupla fita. Provavelmente os compostos que induziam muta^oes no geno- 
ma de Salmonella eram tambem capazes de induzir muta^oes no genoma de celulas animais. 
Portanto, o “teste de Ames”, como se tornou conhecido, deveria ser capaz de predizer a 
mutagenicidade desses compostos depois de eles serem introduzidos no organismo de 
um mamifero. E, com a correla^ao entre potencial mutagenico e carcinogenico, o teste 
de Ames poderia ser empregado para realizar uma triagem de varias substancias pelo seu 
poder carcinogenico e, dessa forma, pela sua amea^a a saiide humana. Em 1976, Ames e 
seu grupo reportaram sobre o potencial mutagenico de 300 compostos organicos distin- 
tos. Outros testes para medir o potencial mutagenico foram desenvolvidos nos anos se- 
guintes (Barra lateral 2.1). 

Os resultados de Ames levaram a uma proxima dedu^ao; na verdade, mais uma especula 9 ao; 
se, como argumentou Ames, carcinogenos sao mutagenicos, entao o poder carcinogenico de 
diversos agentes deriva diretamente da sua habilidade de induzir muta^oes nas celulas de 
tecidos-alvo. Como posterior dedu^ao, parecia inevitavel que as celulas cancerosas geradas 
por compostos carcinogenos carregassem genes mutados. Esses genes mutados, independen- 
temente de sua identidade, devem, de alguma maneira, ser responsaveis pelos fenotipos de 
crescimento aberrantes de tais celulas cancerosas. 
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Figura 2.25 Potencial mutagenico versus 
carcinogenico Neste grafico log-log, as 
potenclas carcinogenicas reiatlvas de um 
grupo de compostos (ordenada) que tern 
sido usados para tratar animals de 
laboratorlo (ratos e camundongos) estao 
arranjadas em fungao de seu potencial 
mutagenico {abscissa), como avaliado no 
teste de Ames (veja a Figura 2.24). Como 
ambas, ordenada e abscissa, estao 
arranjadas de acordo com a quantidade de 
composto necessario para se obter um 
efeito observavel (formando tumores em 
50% dos animais tratados ou 100 colonias 
da bacteria Salmonella mutante, chamados 
aqui de “revertidos"), os compostos com 
maior poder mutagenico e carcinogenico 
aparecem no canto esquerdo inferior do 
grafico. Note que ambos os parametros 
variam na ordem de 5 na magnitude. 
(Adaptada de M. Meselson et al., in FI.Fi. 
Ftiatt et al., eds.. Origins of Human Cancer, 
Book C: Fluman Risk Assessment. Cold 
Spring Flarbor, NY: Cold Spring Flarbor 
Laboratory Press, 1977.) 
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Barra Lateral 2.1 Outros testes para mutagenicidade ajudam a avaliar 
uma possivel carcinogenicidade O teste de Ames e apenas um de di- 
versos sistemas de ensaios biologicos que podem ser usados para avaliar 
o potencial mutagenico de supostos compostos carcinogenicos. Muitos 
desses outros ensaios dependem da exposi^ao de cdulas de mami'feros 
diretamente aos compostos quimicos sendo testados, e do uso subse- 
qiiente de um arranjo diverse de leituras biologicas. For exemplo, o 
teste para troca de cromatide irma (SCE) depende da habilidade de se 
medir o crossing-over entre duas cromatides pareadas que juntas consti- 
tuem um cromossomo na fase final (i. e., Gj) de um ciclo de cresci- 
mento e divisao celular. Foi observado que muitos agentes mutageni- 
cos provocam essa SCE. Agentes mutagenicos tambem se mostraram 
capazes de induzir a forma^ao de micleo celular fragmentado, isto e, 
micronucleo. O uso da genetica tornou possivel testar cdulas de ma- 
miferos para a perda, induzida por muta^ao, da enzima timidina cinase 
ou da enzima HGPRT (hipoxantina guanina fosforribosil transferase). 


A habilidade de se examinar o arranjo cromossomal de celulas durante 
a metafase da mitose, sob o microscopio optico, tornou possivel a tria- 
gem para aberra^oes cromossomais inferidas por compostos-testes. Ainda 
um outro ensaio avalia o grau de marca^ao de DNA naquelas celulas 
que estao em fase Gj ou Gj do ciclo celular (descrito no Capitulo 8); 
tal marca^ao da fase nao-S, referida muitas vezes como “sintese de DNA 
nao-programada”, tambem se mostrou um bom indicador de dano ge- 
nomico que foi inferido em uma cultura de celulas, uma vez que esse 
tipo de sintese de DNA representa um passo-chave no processo utiliza- 
do por celulas para reparar dano de DNA. 

Nenhum desses testes comprovou ser ideal para predi^ao de carci¬ 
nogenicidade de uma substancia teste. O teste de Ames, por exemplo, 
foi descoberto por ter uma sensibilidade (% de carcinogenos estabeleci- 
dos identificados como mutagenicos) de aproximadamente 54% e uma 
especificidade (% de nao-carcinogenos identificados como nao-muta- 
gtoicos) de 70%. 


Essa logica se estendeu tambem para carcinogenese dos raios X. Como os raios X eram mu¬ 
tagenicos e carcinogenos, seguiu entao que eles tambem induziam cancer pela sua habilidade 
de mutar os genes. Essa convergencia na pesquisa genetica sobre o cancer possuiu um pro- 
fundo efeito na inten^ao de pesquisadores em descobrir a origem do cancer. Mesmo ainda 
nao estando comprovado, provavelmente a doen^a do cancer poderia ser entendida nos ter- 
mos de genes mutantes carregados por celulas cancerosas. 


Barra lateral 2.2 Nem todos os carci¬ 
nogenos sao muragenicos No inicio dos 
anos 1990, tornou-se aparente que a 
equivalencia carcinogeno-mutagenico 
nao mais se aplicava. Ate entao, o uso 
extensivo dos testes de Ames mostrara 
que cerca de 40% dos compostos conhe- 
cidos por serem carcinogenicos em roe- 
dores nao mostrara mutagenicidade 6b- 
via nos ensaios de muta^ao em Salmone¬ 
lla. Com isso, as conclusoes previamen- 
te determinadas das aplica^oes do teste 
de Ames requereu uma maior revisao: al- 
guns carcinogenos atuam por sua capa- 
cidade de mutar DNA, enquanto outros 
promovem o surgimento de tumores por 
meio de mecanismos nao-geneticos. Va- 
mos encontrar esses carcinogenos nao- 
mutagenicos, com freqiiencia chamados 
de tumores promotores, novamente no 
Capitulo 11. 


2.10 Mutagenicos podem ser responsaveis 
por alguns canceres humanos 

A conexao entre carcinogenese e mutagenese pareceu irradiar luz sobre como se desenvolvem 
os tumores humanos. Talvez muitos desses neoplasmas fossem a conseqiiencia direta de a^oes 
mutagenicas de carcinogenos quimicos e fisicos. Compostos mutagenicos, mais especifica- 
mente pro-carcinogenos, nao precisam derivar exclusivamente a partir da combustao de com¬ 
postos de carbono e nem da formaqao resultante de piche de carvao. Parecia plausivel que 
especies quimicas presentes naturalmente na materia-prima dos alimentos ou geradas duran¬ 
te o cozimento tambem pudessem induzir o cancer. Mesmo se muitos alimentos nao conti- 
vessem carcinogenos finais, as conversoes quimicas realizadas pelas celulas hepaticas ou pelas 
bacterias abundantes no colon poderiam ter sucesso em criar especies quimicas ativamente 
mutagenicas e, assim, carcinogenicas. 

Enquanto o estudo sobre as causas do cancer humano procedia, tornou-se visivel que todos 
os compostos que sao mutagenicos em celulas humanas provavelmente seriam tambem car¬ 
cinogenicos. Entretanto, o contrario nao parecia se manter: compostos quimicos que sao 
carcinogenicos nao sao necessariamente mutagenicos (veja a Barra lateral 2.2). 

Em 1991, Ames e outros pesquisadores usaram esse teste para catalogar o potencial mutage¬ 
nico de um grupo de diversas materias-primas de alimentos, quimicas e naturais, incluindo 
muitas das plantas que sao comuns e abundantes na dieta ocidental. Como argumentou 
Ames, a presen^a de tais compostos na materia-prima dos alimentos derivados de plantas foi 
surpreendente, uma vez que as plantas desenvolveram milhares, possivelmente milhoes, de 
compostos quimicos toxicos distintos para se protegerem da preda 9 ao de insetos e animais 
maiores. Alguns desses compostos naturalmente toxicos, inicialmente desenvolvidos como 
defesas antipredadores, poderiam tambem, como um efeito colateral nao intencional, ser 
mutagenicos (Tabela2.8). 

Uma ampla serie de descobertas levou ao modelo que permanece nao-comprovado, em mui¬ 
tos aspectos, o qual diz que uma propor^ao significativa dos canceres humanos e atribuida 
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diretamente ao consume de materias-primas de alimentos que sao mutagenicos e, portanto 
carcinogenicos. Dentre essas materias-primas de alimentos esta, por exemplo, a came verme- 
Iha, que ao ser cozida em altas temperaturas gera compostos como aminas heteroci'clicas que 
sao potencialmente mutagenicas (veja a Se^ao 12.6). 

As dificuldades em comprovar esse modelo derivam de diversas fontes. Cada uma das mate¬ 
rias-primas de alimentos vegetais ou animais na nossa dieta e composta por milhares de 
diferentes especies qui'micas presentes em concentra^oes completamente distintas. Quase 
todos esses compostos sofrem conversoes metabolicas, uma vez que eles estao dentro do 
nosso organismo, primeiramente no trato gastrintestinal e, logo apos, no figado. Por conse- 
qiiencia, o mimero de especies qui'micas distintas que sao introduzidas no nosso organismo e 
incalculavel. Cada um desses compostos introduzidos, uma vez presentes no organismo po¬ 
dem entao ser concentrados em algumas celulas e ser rapidamente metabolizados e excreta- 
dos. Isso gera uma ampla dimensao de complexidade. 

Alem disso, a atual mutagenicidade de varios compostos em diferentes tipos celulares pode 
variar enormemente em fun 9 ao das diferen^as metabolicas nessas celulas. Por exemplo, algu¬ 
mas celulas, como os hepatocitos, no figado, expressam altos m'veis de especies bioqui'micas 
designadas a encontrar e inativar compostos mutagenicos, enquanto outras, como os fibro- 
blastos, expressam m'veis muito mais baixos. Em suma, a habilidade de relacionar a mutage¬ 
nicidade da materia-prima dos alimentos as taxas atuais de mutagenese e carcinogenese no 
corpo humane esta alem do nosso alcance atualmente - um problema de complexidade 
intratavel (veja a Barra lateral 2.3). 


2.11 Sinopse e perspectivas 

As describees de cancer e de celulas cancerosas desenvolvidas durante a segunda metade do 
seculo XIX e a primeira metade do seculo XX indicaram que tumores nao eram nada mais 
que populaboes celulares normals com instinto assassino. Alem disso, muitos tumores pare- 
ciam ser compostos, em grande parte, de descendentes de uma unica celula que ultrapassou 
a barreira da normalidade para a malignidade e gerou bilhoes de celulas descendentes que 


Tabela 2.8 Uma amostra da lista de Bruce Ames dos oarcinogenos identificados na dieta normal® 


Materia-prima do alimento 

Composto 

Concentragao na materia- 
prima do alimento 

Pimenta preta 

piperina 

100 mg/g 

Cogumelo comum 

agaritina 

3 mg/g 

Aipo*’ 

furocumarina, psoralens 

1 gg/g, 0,8 gg/g 

Ruibarbo 

antraquinonas 

varia 

P6 de chocolate 

teobromina 

20 mg/g 

Mostarda, rabano siivestre 

isotiocianato de alii 

varia 

Broto de alfafa 

canavanina® 

15 mg/g 

Material carbonizado^ 

grande quantidade 

varia 

Cafe 

acido cafeico 

11,6 mg/g 


“Arnes citou 37 compostos naturals que se mostraram como oarcinogenos em animais de iaboratorio; um ou mais 
tern sido encontrados nas seguintes materias-primas de aiimentos: absinto, pimenta inglesa, anis, maga, damas- 
co, banana, basiiioo, beterraba, brocolis, couve de Bruxeias, repoiho, melao, cominho, cardamomo, cenoura, cou- 
ve-flor, aipo, cereja, pimenta, chocoiate, caneia, oravo, cafe, cha de erva de oonfrei, coentro, miiho, groseiha, endro, 
berinjeia, endivia, funcho, alho, toronja, uva, goiaba, mel, melao de mei, rabano siivestre, iimao, ientiiha, aiface, 
licopodio de erva rasteira, lima, cetro, manga, mangerona, menta, cogumelos, mostarda, noz moscada, ceboia, 
laranja, paprica, saisa, pastinaca, pessego, pera, ervilha, pimenta preta, abaeaxi, ameixa, batata, rabanete, fram- 
boesa, ruibarbo, aieorim, saiva, gergeiim, soja, flor de anis, losna, cha, tomiiho, tomate, tempero de agafrao e nabo. 
^Esses niveis podem ter um aumento de 100 vezes no caso de piantas doentes. 

“A canavanina e indiretamente genotoxica por causa dos radicais de oxigenio que sao iiberados, possiveimente 
durante as reagoes inflamatorias associadas a eiiminagao de proteinas contendo canavanina. 

®Na media, diversos gramas de materiai carbonizado sao consumidos diariamente na forma de crostas de pao, 
pao torrado e superficies queimadas de carnes cozidas a aitas temperaturas. 

Adaptadade B.N Ames, Science 231:1256-1264,1983; B.N. Ames e L.S. Goid, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 7777-list, 
1990: and L.S. Goid, B.N. Ames and I H. Slone, Misconceptions about the causes of cancer, in D. Paustenbach, ed.. 
Human and Environmentai Risk Assessment: Theory and Practice, Nev;/York: John Wiiey & Sons, 2002, pp. 1415-1460. 
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Barra lateral 2.3 A busca por carcinogenos 
humanos evasivos Idealmente, a identifica- 
fao de carcinogenos humanos importantes de- 
veria ter sido auxiliada pelo uso de ensaios in 
vitro, como o teste de Ames (Se^ao 2.9) e tes¬ 
tes in vivo - exposi^ao de animals de labora- 
torios a agentes suspeitos de causarem cancer 
(Se^ao 2.8). Entretanto, esses varios tipos de 
testes laboratoriais falharam ao registrar im¬ 
portantes carcinogenos humanos. Em vez dis- 
so, aprendemos sobre carcinogenicidade em 


fun^ao de varios estudos epidemiologicos. Por 
exemplo, o carcinogeno humano mais impor¬ 
tance conhecido - fuma^a do tabaco - prova- 
velmente teria escapado de ser detectado por 
ser um carcinogeno relativamente fraco em ro- 
edores de laboratorio; e um outro carcinoge¬ 
no humano conhecido - asbesto - provavel- 
mente teria esquivado a detec^ao tanto por 
testes laboratoriais in vivo como in vitro. Con- 
traditoriamente, algumas drogas utilizadas 
com freqiiencia, como fenobarbital e isoniazi- 


da, foram registradas positivamente no teste 
de Ames, e a sacarina mostrou-se ser um car¬ 
cinogeno em ratos machos de laboratorio 
(veja a Barra lateral 11.16), mas evidencias 
epidemiologicas indicaram conclusivamente 
que nenhum desses compostos estao associa- 
dos ao aumento do risco de cancer em huma¬ 
nos que tenham sido expostos a eles por lon- 
gos perlodos. Portanto, o desenvolvimento de 
testes realmente liteis, preditivos para carci¬ 
nogenos humanos, ainda esta no futuro. 


constituent essas massas neoplasicas. Esse cenario chamou aten^ao para a natureza das celulas 
que geraram tumores e para os mecanismos que as levaram a se transformar em celulas can- 
cerosas. Parece que cada massa tumoral era composta amplamente de replicas dessas celulas 
fundadoras transformadas. Se fosse possiVel entender o porque da multiplicafao incontrola- 
vel dessas celulas de alguma maneira outras partes do quebra-cabe^a do cancer poderiam ser 
encaixadas. 

Alem disso, observa 96 es relevances e tecnicas experimentais ofereceram poucas perspectivas 
de revelar precisamente por que uma celula altera seu comportamento, transformando-se de 
normal para uma celula maligna. A teoria do carcinogeno = mutagenico pareceu fornecer 
alguma clareza, uma vez que implicou genes celulares mutantes como sendo os agentes res- 
ponsaveis pelo desenvolvimento de doen^as e, por conseguinte, pelo comportamento aber¬ 
rance de celulas cancerosas. Talvez existissem genes mutantes operando dentro das celulas 
cancerosas que programaram a prolifera^ao exacerbada dessas celulas, mas as perspectivas 
para descobrir tais genes e entender as suas a^oes pareceram remotas. Ninguem sabia 
quantos genes estavam presences no genoma humano e como analisa-los. Se genes mu¬ 
tantes realmente contribuiram muito para a causa do cancer, provavelmente eles seriam 
poucos em mimero e definhariam pelo aparentemente grande niimero de genes presen¬ 
ces no genoma como um todo. Eles pareciam ser “agulbas no palheiro”; nesse caso, um 
palheiro de tamanho indeterminado. 

Tais teorias sobre a origem do cancer tornaram-se complicadas por duas novas considera^oes 
importantes. Primeiro, varios carcinogenos aparentes falharam no teste de Ames, fornecendo 
fortes sugestoes de que nao eram mutagenicos. Segundo, certas infecfoes virais pareciam 
estar bastante relacionadas com a incidencia de um pequeno, porem significativo, subgrupo 
de tipos de cancer humano. De algum modo, sens poderes carcinogenicos tiveram de ser 
reconciliados com as a^oes de carcinogenos mutagenicos e genes celulares mutantes. 

Em meados da decada de 1970, a tecnologia do DNA recombinante, incluindo a clona- 
gem de genes, comefou a influenciar a ampla variedade de areas de pesquisa biomedica. 
Ao mesmo tempo que apreciavam os poderes dessa nova tecnologia de isolar e caracteri- 
zar genes, pesquisadores do cancer permaneciam frustrados em rela^ao a como eles deve- 
riam proceder para explora-la para localizar os genes mutantes elusivos que eram respon- 
saveis pelo cancer. No entanto, uma coisa estava clara. Mais cedo ou mais tarde, o pro- 
cesso de patogenese (desenvolvimento da doen^a) do cancer necessitaria ser explicado e 
compreendido em termos moleculares. De alguma forma, o paradigma do DNA, RNA e 
protelnas, tao poderoso na elucida^ao de uma ampla variedade de processos biologicos, 
necessitaria ser trazido a vida no problema do cancer. 

No final, o atalho que abriu essa obstru^ao veio de estudos de tumores virais, que na maioria 
das vezes eram pequenos participantes no desenvolvimento de cancer em humanos. Tumores 
virais eram geneticamente simples e ainda assim possui'am potentes poderes carcinogenicos. 
Para compreender esses virus e a sua importancia, precisamos voltar mais uma vez para o 
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ini'cio do seculo XX e confrontar uma outra das antigas rai'zes da pesquisa moderna do can¬ 
cer. Faremos isso no Capitulo 3. 


Conceitos-chave 

• A descoberta, no seculo XIX, de que todas as celulas de um organismo descendem de 
ovulos fertilizados levaram a conclusao de que tumores nao sao corpus estranhos, mas 
sim crescimentos derivados de tecidos normals. A arquitetura comparativa desorganizada 
de tecidos de tumores apontou o cancer como sendo uma doen^a de celulas em mau 
funcionamento. 

• Tumores podem ser tanto benignos (localizados, nao-invasivos) como malignos (invasi- 
vos, metastaticos). As mestastases semeadas pelos tumores malignos sao responsaveis por 
quase todos os obitos causados por cancer. 

• Tumores sao classificados em quatro grandes grupos de acordo com sua origem (epitelial, 
mesenquimal, hematopoietica e neuroectodermal). 

• Virtualmente todos os tipos celulares no organismo podem dar origem ao cancer, porem 
os canceres humanos mais comuns sao os de origem epitelial - os carcinomas. A maioria 
dos carcinomas e subdividida em duas categorias: os carcinomas de celula escamosa, que 
se desenvolvem a partir do epitelio que forma camadas celulares protetoras, e os adeno¬ 
carcinomas, que se desenvolvem a partir de epitelio secretor. 

• Tumores malignos nao-epiteliais incluem ( 1 ) sarcomas, que se originam de cdulas me- 
senquimais; ( 2 ) canceres hematopoieticos, que se desenvolvem de celulas dos sistemas 
circulatorio e imune; e (3) tumores neuroectodermais, que se desenvolvem a partir de 
componentes do sistema nervoso. 

• Alguns tumores nao se encaixam nesse esquema de classifica^ao. Alem disso, ocasional- 
mente a origem de um tumor pode nao ser identificada em fun 9 ao de suas celulas terem 
se desdiferenciado (perderam todas as caracten'sticas tecido-especi'ficas); tais tumores sao 
ditos anaplasticos. 

• Canceres parecem se desenvolver progressivamente, com os tumores demonstrando dife- 
rentes graus de anormalidade ao longo do trajeto de benigno para metastatico. 

• Tumores benignos podem ser hiperplasticos ou metaplasticos. Tecidos hiperplasticos sao 
aparentemente normais, exceto por um excessivo numero de cdulas, enquanto os tecidos 
metaplasticos mostram deslocamento de celulas normais por tipos celulares normais que 
em geral nao sao encontrados naquele local. A metaplasia e mais freqiiente em zonas de 
transifao epitelial. 

• Tumores displasicos contem celulas que sao citologicamente anormais. Displasia e um estado 
de transifao entre completamente benigno e pre-maligno. Crescimentos adenomatosos (ade¬ 
nomas, polipos, papilomas e verrugas) sao tumores epiteliais displasicos que sao considerados 
benignos em ftin^ao de respeitarem o limite criado pela membrana basal. 

• Tumores que alcan^am a membrana basal e invadem o tecido subjacente sao ditos malig¬ 
nos. Um grau ainda maior de anormalidade em metastases e a semeadura de colonias 
tumorais em diferentes locais no corpo. A metastase nao requer somente invasividade, 
mas tambem novas caracten'sticas adquiridas, como mobilidade e adapta 9 ao a ambientes 
diferentes. 

• Marcadores geneticos e bioqui'micos sao usados para determinar se tumores humanos sao 
monoclonais (descendem de uma linica celula ancestral) em vez de policlonais (descen¬ 
dem de diferentes subpopula^oes celulares), embora fatores confusos possam mascarar a 
verdadeira natureza da origem do tumor. 

• Embora a incidencia de alguns canceres (p.ex., alguns dos pediatricos) seja comparavel 
em todo o mundo, muitos variam dramaticamente por pat's e, por isso, nao podem ser 
causados apenas por um processo biologico normal que ocorreu erroneamente ao acaso. 
Diferen^as de hereditariedade ou ambientais podem explicar bem essas varia 96 es; estudos 
epidemiologicos mostraram que o ambiente e o determinante dominante das variances 
entre pai'ses na incidencia do cancer. 
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• Pesquisas laboratoriais deram suporte aos estudos epidemiologicos pela implica^ao direta 
de agentes quimicos e flsicos (tabaco, poeira de minerio e raios X) como causa de cance- 
res. No entanto, a possibilidade de o cancer ser uma doen^a infecciosa surgiu quando 
foram encontrados virus que causam leucemias e sarcomas em galinhas. 

• Um possi'vel mecanismo que deu suporte a carcinogenese por agentes quimicos e flsicos 
surgiu em 1927, quando muta^oes foram induzidas na mosca-das-frutas expondo-a a 
raios X. Em 1950, uma serie de compostos tambem foi considerada mutagenica para a 
mosca-das-frutas e carcinogenica em animals de laboratorio. Isso levou a especula^ao de 
que o cancer era doen^a de genes mutantes e que agentes carcinogenicos induziam o 
cancer pela sua habilidade de mutar genes. 

• Em 1975, o teste de Ames forneceu suporte para essa ideia mostrando que muitos carci- 
nogenos atuam como mutagenicos. Entretanto, outras pesquisas mostraram que quase 
todos compostos que sao mutagenicos provavelmente sao carcinogenos, mas o contrario 
nao e verdade. Entao, alguns carcinogenos atuam pela sua habilidade de mutar DNA, 
enquanto que outros promovem tumorogenese pelo mecanismo nao genetico. Tais carci¬ 
nogenos nao mutagenicos sao chamados de promotores tumorais. 

• O teste de Ames combinado com outras descobertas levou ao modelo, ainda nao 
comprovado, de que uma significativa por^ao dos canceres humanos e diretamente 
atribui'da ao consumo de materias primas de alimentos que sao mutagenicas, e por 
sua vez, carcinogenicas. 


Questoes elaboradas 


1. Que tipos de observa 96 es possibilitaram que um patologista 
treinado identifique o tecido de origem do tumor? E por que e 
muito diflcil de determinar o tecido especiTico de origem de 
certos tumores (5 a 10%)? 

2. Sob certas circunstancias, todos os tumores de uma classe 
podem ser tra^ados a uma camada celular embrionaria espe- 
ciTica, enquanto em outras classes de tumores isso nao e pos- 
slvel. Que tipos de tumores se encaixariam em cada um des¬ 
ses dois grupos? 

3. Qual evidencia nos convence de que um cancer se desenvol- 
ve a partir de tecidos natives de um indivi'duo em vez de 
invadir o corpo pelo lado de fora e, assim, ter uma origem 
externa? 


4. Quao convincente sao os argumentos para monoclonalidade 
de uma popula^ao de celulas tumorais e qual logica e observa¬ 
nces questionam a conclusao de monoclonalidade? 

5. Como podemos estimar qual porcentagem de canceres em uma 
popula^ao sao impedidos (por meio de diferentes estilos de vida) 
e em qual porcentagem eles ocorrem devido a uma incidencia 
inevitavel que atinge a populaQo independentemente dos esti¬ 
los de vida especlficos? 

6 . Quais limitanoes o teste de Ames possui na predinao da carci- 
nogenicidade de diferentes agentes? 

7. Na ausencia de se poder detectar diretamente um gene mutan- 
te em celulas cancerosas, que tipos de observances nos permi- 
tem inferir que o cancer e uma doenna de celulas mutantes? 
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Capitulo 3 

Virus Tumorais 


“Um tumor de galinha... tern sido propagado neste laboratorio desde ou- 
tubro de 1909. O comportamento desse novo crescimento tern sempre se 
assemelhado ao de um verdadeiro neoplasma, razao pela qual o fato de sua 
transmissao por meio de um fdtrado livre de celulas assumir uma impor- 
tancia excepcional.” 

Peyton Rous, biologo em cancer, 1911 


V irus sao capazes de causar uma grande variedade de doen^as humanas, abrangendo des¬ 
de raiva a variola, ou mesmo um simples resfriado. A grande maioria desses agentes 
infecciosos age por meio da sua habilidade em multiplicar-se dentro de celulas hospedeiras 
infectadas, para matar essas celulas e liberar a progenie de particulas virais, que, por sua vez, 
passam a infectar outras celulas bospedeiras nas suas proximidades. Os efeitos citopaticos 
(morte celular) causados pelos virus, junto com sua capacidade de rapida dissemina9ao ao 
longo de um tecido, fazem com que esses agentes deixem um consideravel rastro de destrui- 
^ao por onde passaram. 

Mas as peculiaridades de certos ciclos de replica^ao viral podem, em determinadas ocasioes, 
tra^ar um rumo um tanto quanto diferente. Em vez de matar celulas infectadas, alguns virus 
podem, paradoxalmente, for^ar seus hospedeiros a vicejar, ou seja, a proliferar de forma des- 
controlada. Assim, esses virus - geralmente denominados virus tumorais — podem induzir 
cancer. 

Em meados da decada de 1970, virus tumorais foram extensivamente estudados devido a 
suspeita de serem responsaveis por muitos dos tipos mais comuns de cancer em humanos. Tal 
no^ao nao foi gerada por evidencias acumuladas subseqiientemente durante essa decada, que 
indicavam que canceres induzidos por virus representavam apenas a minoria dos tipos de cancer 
que afligem a humanidade. No entanto, essa linha de pesquisa provou ser extremamente valiosa 
para biologos em cancer: o estudo de uma serie de virus tumorais proveu o esclarecimento de 
muitos dos segredos ba tempos obscuros sobre canceres humanos, incluindo a grande maioria dos 
canceres que nao tern conexao alguma com infec^oes por virus tumorais. 
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Como veremos, a pesquisa de virus tumorais teve um historico extremamente variavel ao 
longo de seu curso no ultimo seculo. Esses agentes infecciosos foram descobertos na primeira 
decada do seculo XX e entao retirados do foco central cientifico. Meio seculo depois, ressur- 
giu um interesse por eles, o que culminou no frenetico ritmo cientifico envolvendo virus 
tumorais observado na decada de 1970. 

O potencial dos virus tumorais em causar cancer levou muitos pesquisadores a se questiona- 
rem como exatamente eles conseguiam desencadear a doen^a em seu hospedeiro. A maioria 
desses virus possui genomas relativamente simples, contendo uma pequena carga de genes 
virais, que em alguns casos demonstram a capacidade de oprimir uma celula infectada e seu 
genoma infmitamente mais complexo, redirecionando o crescimento celular para uma nova 
dire^ao. Tal comportamento indicou que virus tumorais conseguiram desenvolver genes ex¬ 
tremamente potentes, capazes de perturbar o complexo circuito regulador das cdulas hospe- 
deiras que eles infectaram. 

Ao estudar virus tumorais e seus mecanismos de a^ao, cientistas mudaram por complete a 
forma de avaliar a pesquisa em cancer. O cancer tornou-se uma doen^a de genes e, portanto, 
uma condi 9 ao susceptivel a analise a partir de ferramentas de biologia molecular e genetica. 
Quando essa historia come 90 u, ninguem foi capaz de antecipar o quanto esses virus tumorais 
obscures iriam um dia revolucionar o estudo da patogenicidade do cancer em humanos. 


3.1 Peyton Rous descobre um virus do sarcoma em galinhas 

Nas duas ultimas decadas do seculo XIX, a pesquisa de Louis Pasteur e Robert Koch desco- 
briu os agentes infecciosos que eram responsaveis por disenteria, colera, raiva e uma serie de 
outras doen^as. Ao final do seculo, esses agentes haviam side classificados em duas categorias 
distintas, em fun^ao de seu comportamento a partir da filtragem. As solufoes contendo agentes 
infecciosos que ficassem contidas nos poros dos filtros eram consideradas como contendo 
bacterias. Os outros agentes, que eram pequenos o suficiente para atravessar os filtros, foram 
classificados como virus. Baseando-se nesse criterio, os agentes da raiva, da doen^a dos pes e 
boca e da variola foram classificados como virus. 

O cancer tambem foi considerado um candidate a doen^a infecciosa. Ja em 1876, um pes- 
quisador na Russia reportou a transmissao de um tumor de um cachorro a outro: peda^os de 
tecido tumoral do primeiro cachorro foram implantados no segundo, no qual surgiu um 
tumor algumas semanas mais tarde. Esse experimento foi comprovado por muito outros 
cientistas utilizando tumores de rates e camundongos. 

O significado desses primeiros experimentos permaneceu controverso. Alguns pesquisa¬ 
dores os interpretaram como provas concretas de que o cancer era uma doen 9 a transmis- 
sivel. Outros preferiram dispensar esses experimentos de transplante, pois consideravam 
que tal trabalho mostrava apenas que tumores, assim como tecidos normals, poderiam 
ser excisados de um animal e for^ados a crescer como um enxerto no corpo de um segun¬ 
do animal. 

Em 1908, dois pesquisadores em Copenhagem reportaram seu sucesso em extrair um agente 
filtravel de cdulas leucemicas de galinha e transmiti-lo a outras aves, que contrairam entao a 
doen 9 a. Os dois dinamarqueses nao conseguiram acompanhar o seu descobrimento inicial, o 
que levou Peyton Rous, que trabalhava no Instituto Rockefeller de Nova lorque, a fundar a 
disciplina de virologia tumoral (Figura 3.1). 

Em 1909, Rous comefou a estudar um sarcoma que tinha aparecido no musculo peitoral de 
uma galinha. Nos experimentos iniciais, Rous conseguiu transmitir o tumor a partir da pre- 
para^ao de pequenos fragmentos tumorais, implantando-os em outras aves da mesma espe- 
cie. Posteriormente, com o objetivo de conduzir uma varia^ao desse piano experimental, 
moeu um fragmento de sarcoma na areia e filtrou a mistura resultante (Figura 3.2). Quando 
injetou o filtrado resultante em aves jovens, elas tambem desenvolveram tumores, algumas 
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Figura 3.1 O jovem e o velho Peyton Rous 
Peyton Rous comegou seu trabalho em 
1910, levando ao descobrimento do virus 
do sarcoma de Rous (RSV). Mais de 50 
anos depois (1966), recebeu o Premio 
Nobel de Medicina e Fisiologia por esse 
trabalho - um tribute a sua persistencia e 
longevidade. (Cortesia dos Arquivos da 
Universidade Rockefeller.) 


vezes dentro de algumas semanas. Subseqiientemente, ele descobriu que esses tumores indu- 
zidos tambem poderiam ser homogeneizados para resultar, mais uma vez, em um agente 
infeccioso que poderia ser transmitido a outras aves, que tambem desenvolveriam sarcomas 
nos sftios de infusao. 

Essas passagens seriais do agente indutor de sarcoma de um animal a outro levou a algumas 
conclusoes que podem parecer obvias atualmente, mas na epoca em que foram feitas eram 
nada menos do que revolucionarias. O agente carcinogenico, independentemente da nature- 
za, era muito pequeno, visto que poderia atravessar um filtro. Portanto, tratava-se de um 
virus (veja a Barra lateral 3.1), o qual poderia causar o aparecimento de um sarcoma em uma 
galinha injetada, em uma escala de tempo um tanto quanto previsivel. Esse agente infeccioso 
poderia oferecer aos pesquisadores a oportunidade linica de induzir cancer a vontade, em vez 
de basearem-se no aparecimento espontaneo e imprevisivel de tumores em animais ou huma- 
nos. Alem da sua habilidade em induzir cancer, esse agente, que passou a ser conhecido como 
virus do sarcoma de Rous (RSV), era capaz de multiplicar-se nos tecidos da galinha; uma 
quantidade consideravelmente maior de virus poderia ser obtida de um tecido tumoral infec- 
tado do que aquela que havia sido originalmente injetada. 

Em 1911, quando Rous fmalmente publicou seu trabalho, outro trabalho foi reportado en- 
volvendo virus transmissiveis em tumores de coelhos, denominados mixomas. Em seguida. 
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Figura 3.2 O protocolo de Rous para induzir sarcomas em galinhas 
Rous removeu um sarcoma do musculo peitoral de uma galinha, 
moeu-o com areia e passou a mistura resultante atraves de um filtro 
poroso. Em seguida, injetou o filtrado (o liquido que passou pelo 
filtro) na asa de uma galinha jovem e observou o desenvolvimento 
de um sarcoma muitas semanas mais tarde. Posteriormente, moeu 


esse novo sarcoma e repetiu o cicio de homogeneizagao, filtragao e 
injegao, observando, mais uma vez, a formagao de tumor em outra 
galinha jovem. Esses ciclos poderiam ser repetidos indefinidamente; 
apos uma repetigao serial dessas passagens, o virus era capaz de 
produzir sarcomas muito mais rapidamente do que o isolado viral 
original. 
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Barra lateral 3.1 Os virus tern ciclos de vida simples O termo “vi¬ 
rus” refere-se a um espectro diversificado de particulas infecciosas 
que infectam e se multiplicam em uma ampla variedade de celulas, 
abrangendo desde bacterias a celulas de plantas e metazoarios. Quan¬ 
to as celulas que eles infectam, pode-se dizer que as particulas virais 
individuals, geralmente denominadas virions, sao extremamente 
pequenas. Virions tern uma estrutura consideravelmente simples, 
apresentando um genoma de acidos nucleicos (DNA ou RNA) en- 
rolado em uma capa proteica (um capsideo) e, em alguns casos, 
uma membrana lipidica ao redor do capsideo. Ao serem isolados, os 
virus sao metabolicamente inertes. Eles conseguem multiplicar-se 
somente ao infectar e parasitar uma celula hospedeira adequada. O 
genoma viral, uma vez introduzido na celula, prove instru^oes para 
a slntese da progenie de particulas virais. A celula hospedeira, por 
sua vez, prove os precursores de baixo peso molecular necessarios 
para a sintese de protelnas e acidos nucleicos virais, a maquinaria de 
sintese proteica e, em muitos casos, as polimerases necessarias para 
a replica^ao e transcri^ao do genoma viral. 

O encerramento do ciclo infeccioso resultante se da pela produ^ao 
de centenas, ou mesmo milhares, de particulas virais progenitoras que 
podem, entao, sair da celula infectada e passar a infectar outras celulas 
suscetiveis. A intera^ao do virus com a celula hospedeira pode ser do 
tipo virulenta, em que a celula hospedeira e destruida durante o ciclo 
infeccioso, ou do tipo temperado, em que a celula hospedeira sobrevi- 
ve por periodos extensos, ao longo dos quais abriga o genoma viral e 
libera particulas virais progenitoras. 

Muitos virus do tipo DNA dupla fita (dsDNA) fazem sua replica- 
fao de uma maneira relativamente semelhante ao metabolismo macro- 
molecular da celula hospedeira (Figura 3.3). Isso permite que tais virus 
utilizem-se das DNA polimerases da celula hospedeira para replicarem 
seu DNA, das RNA polimerases para transcrever os mRNAs virais a 
partir de moldes dsDNAs virais e dos ribossomos para traduzir os 
mRNAs virais. Uma vez sintetizadas, as proteinas virais sao utilizadas 
para encapar (colocar dentro de um capsidio) os genomas virais re- 
cem-sintetizados, resultando na forma^ao de uma progenie completa 
de virions, que sao entao liberados da celula infectada. 

Uma vez que as celulas nao expressam enzimas que possam replicar 
moleculas de RNA, muitas particulas virais contendo RNA codificam 
suas prbprias RNA polimerases RNA-dependentes para replicar seus 
genomas. Como exemplo disso, o poliovirus produz tal enzima, assim 
como o virus da raiva. Como veremos posteriormente neste capitulo. 


os virus tumorais de RNA, como o virus do sarcoma de Rous, seguem 
uma rota muito mais complexa para replicar seu RNA viral. 

DNA 

virus 

’■••i-**^capa proteica 


ENTRADA NA CELULA E 
DESENCAPAMENTO DO DNA 



Figura 3.3 Ciclo de vida de virus com genomas dsDNA 0 ciclo de vida 
dos virus com genomas de DNA dupla fita se assemelham 
consideravelmente ao das celulas hospedeiras. Praticamente todas as 
etapas sinteticas que levam a produgao de DNA, RNA e protelnas virais 
podem ser realizadas a partir da utilizagao da maquinaria de sintese 
provide pela celula hospedeira infectada. (De B. Alberts et al., Molecular 
Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002.) 


Rous e seus colaboradores encontraram outros dois virus de galinha, e mais um virus do 
sarcoma em galinha foi reportado por outros cientistas no Japao. Apesar dessas descober- 
tas, o que se sucedeu foi um completo silencio pelas duas decadas seguintes, ate que 
novos virus tumorais foram descobertos. A natureza molecular dos virus e a forma pela 
qual eles se multiplicavam permaneceram um misterio por mais de meio seculo apos a 
descoberta inicial de Rous. 

Alem disso, o seu descobrimento sobre o virus do sarcoma reforgou as convicgoes daqueles 
que acreditavam que virtualmente todas as doengas humanas eram provocadas por agentes 
infecciosos. Na sua visao, o cancer poderia ser adicionado a cada vez mais longa lista de 
doengas como colera, tuberculose, raiva e sepse, cujas causas podiam ser associadas a um 
agente microbiano especifico. Por 1913, o dinamarques Johannes Gribb Fibiger reportou 
que canceres estomacais em ratos poderiam ser rastreados por vermes espiroquetos que eles 
abrigavam. Seu trabalho, para o qual ele recebeu o Premio Nobel de 1926, representava uma 
direta e forte validagao da ideia primeiramente indicada pelo trabalho de Rous, que alegava 
que o cancer era mais um exemplo de uma doenga infecciosa. 
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Alguns meses apos o Premio Nobel de Fibiger em 1926, ele veio a falecer, e seu trabalho 
cientiTico come^ou a se desintegrar. Os tumores estomacais que ele descrevera na verdade 
nada tinham a ver com tumores. Descobriu-se que constitui'am epitelio estomacal metaplas- 
tico. Essas lesoes estavam presentes no estomago de ratos devido as profundas deficiencias de 
vitamina sofridas por estes animals; eles habitavam refinarias de a^iicar, onde ingeriam quase 
que exclusivamente cana-de-a^iicar. O Premio Nobel de Fibiger passou a ser considerado 
motivo de vergonha dentro da, ainda pequena, comunidade de pesquisadores em cancer. Sua 
ideia foi logo abandonada, levando descredito ao seu trabalho e a no^ao de que o cancer 
poderia ser causado por agentes infecciosos. 

O interesse nas possi'veis origens do cancer foi deslocado quase que totalmente a canceres 
induzidos quimicamente. Uma serie de compostos qui'micos foi descoberta no inicio do 
seculo XX com propriedades carcinogenicas evidentes (veja a Se^ao 2.8). O estudo do virus 
do sarcoma de Rous, assim como os outros virus tumorais, foram entao deixados de lado por 
algumas decadas. 


3.2 A descoberta de que o virus do sarcoma de Rous tern a 
capacidade de transformar celulas infectadas em cultura 

O renascimento da pesquisa envolvendo o virus do sarcoma de Rous ocorreu basicamente no 
Institut of Technology da California, em Pasadena, no laboratorio do professor Renato Dul- 
becco. O colega de pos-doutorado de Dulbecco, Harry Rubin, descobriu que quando esto- 
ques de RSV eram introduzidos em placas de Petri contendo culturas de fibroblastos de 
embriao de galinha (CEFs), as celulas infectadas por RSV sobreviviam, aparentemente de 
maneira indefmida. Parecia que RSV parasitava essas celulas, for^ando-as a produzir uma 
constante carga de particulas virais progenitoras por muitos dias, semanas e ate mesmo meses 
(Figura 3.4). A maioria dos outros virus, em contraposi 9 ao, era conhecida por invadir celulas 
hospedeiras, multiplicar-se e matar rapidamente seus hospedeiros; a grande quantidade de 
particulas virais progenitoras liberadas a partir das celulas que estavam morrendo poderiam 
entao passar a infectar outras celulas suscetiveis nas proximidades, repetindo o ciclo de infec- 
9 ao, multiplica^ao e destrui^ao celular. 

Cabe ressaltar que as celulas infectadas por RSV nessas culturas apresentavam muitos dos 
traces que haviam sido previamente associados a celulas cancerosas. Portanto, uma vez tendo 
aplicado particulas de RSV em fibroblasto de galinha em uma cultura em placa, surgiram 
focos (agrupamentos) de celulas infectadas. Vistas ao microscopio, essas celulas se assemelha- 
vam consideravelmente as celulas isoladas de sarcomas de galinha (Figura 3.5). Dessa forma, 
apresentavam uma morfologia (formato, forma) arredondada e um metabolismo levemente 
semelhante aquele observado em celulas isoladas de tumores. Tal semelhan^a levou Rubin, 
Howard Temin (um estudante do laboratorio de Dulbecco; Figura 3.6) e outros a concluirem 
que o processo de transforma^ao celular - conversao de uma celula normal em uma celula 
tumoral - poderia ser realizado dentro dos limites de uma placa de Petri, e nao apenas no 
ambiente de tecido vivo, que e complexo e dificil de ser estudado. 

Essas simples observances mudaram radicalmente o curso da pesquisa envolvendo cancer no 
seculo XX, visto que demonstravam claramente que a formanao do cancer poderia ser estuda- 
da ao nivel de cdulas individuais, cujo comportamento poderia ser acompanhado de perto 
sob o microscopio. Essa percepnao sugeria a possibilidade de que toda a complexidade biolo- 
gica dos tumores poderia um dia ser compreendida a partir do estudo de celulas transforma- 
das que formavam massas tumorais. Assim, um mimero cada vez maior de biologos comefou 
a tratar o cancer como uma doen^a relacionada a celulas defeituosas em vez de tecidos em 
desenvolvimento anormal. 

Temin e Rubin, logo seguidos por muitos outros, utilizaram o modelo experimental para 
aprender alguns prindpios basicos sobre transformanao celular. Eles estavam interessados no 
destine de uma celula que foi inicialmente infectada por RSV. Como essa celula se prolifera- 
va quando comparada com celulas vizinhas nao-infectadas? Apos a exposi^ao de celulas a 



62 / Capi'tulo 3 Virus Tumorais 


envelope 
lipideos proteinas 



RNA 
genomico 
viral diploide 


transcriptase 

reverse 


nucleo 


RNA genomico 
viral 


gag pol env 

ALV 5' rn r i taaaaaa....3' 



proteinas nucleares transcriptase proteina de 
reverse envelope 


(A) 



Figura 3.4 O virion do RSV e virus relacionados (A) Este desenho 
esquematico da estrutura de urn virion retroviral, como o do virus do 
sarcoma de Rous, indica a existencia de tres tipos principals de 
proteinas virais. Os espinhos glicoproteicos (codificados pelo gene 
viral env) protraem da bicamada lipidica que circunda o virion; eles 
possibilitam ao virion adsorver-se (grudar-se) na superficie celular e 
introduzir seu conteudo interno no citoplasma da celula. 0 conteudo 
consiste em uma complexa capa proteica formada pelas varies 
proteinas nucleares codificadas pelo gene viral gag. Dentro desse 
involucre proteico, estao presentes duas copias identicas do RNA 
genomico viral e uma quantidade razoavel de molecules de 


transcriptase reverse especificadas pelo gene viral pol. (B) 
Micrografia eletronica de varredura e (C) micrografia eletronica de 
transmissao evidenciando particulas do virus da leucemia murina 
(MLV) brotando da superficie de uma celula infectada. A medida que 
os nucleocapsideos (contendo as proteinas gag, o RNA do virion e a 
transcriptase reverse) abandonam a celula, eles se embrulham com 
urn pedago da bicamada lipidica tomada da membrana plasmatica 
da celula infectada. (A, adaptada de FI. Fan et al.. The Biology of 
AIDS. Boston, MA: Jones and Barlett Publishers, 1989; B, cortesia do 
Albert Einstein College of Medicine; C, cortesia do Laboratorie de 
Biologie Moleculaire.) 


uma solugao de particulas virais (geralmente denominada estoque viral), esses dois pesquisa- 
dores depositariam uma camada de agar sobre a camada de celulas em crescimento no fundo 
da placa de Petri, prevenindo, assim, que particulas virais se disseminassem de celulas recem- 
infectadas para celulas nao-infectadas em outras partes da placa. Portanto, qualquer alteragao 
no crescimento celular seria um resultado direto da infecgao inicial por particulas virais de 
fibroblastos de embriao de galinha. 

Os focos que Temin e Rubin estudaram revelaram as dramaticas diferengas no comportamento de 
cdulas normals em relagao a cdulas transformadas. Quando introduzidas em uma placa de Petri, 
as celulas normals formavam ilhas espalhadas ao longo do fundo da placa. Elas, entao, prolifera- 
vam-se e fmalmente preenchiam todo o espago existente no fundo da placa, criando culturas 
confluentes. Entretanto, uma vez tendo havido confluencia, essas celulas normals interrompiam 
sua proliferagao, resultando em uma camada linica de celulas (ou levemente mais espessa), em 
geral denominada monocamada celular (Figura 3.7). 
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Figura 3.5 Urn foco induzido por RSV Este 
microscopio de contraste de fase revela urn 
foco de fibroblastos de embriao de galinha 
transformado com virus do sarcoma de 
Rous circundado por uma monocamada de 
celulas nao-infectadas. 0 foco se destaca 
devido ao fafo de ser formado por camadas 
multiplas de celulas e pela morfologia 
arredondada das celulas transformadas e 
sua refrafibllldade, que contrasfa com a 
morfologia achatada das celulas normals. 
(Corfesla de RK. Vogt.) 


A interrupgao do crescimento dessas celulas normals apos a formagao de monocamadas con- 
fluentes e resultante de um processo que passou a ser conhecido como inibigao por contato, 
inibigao por densidade ou topoinibigao. De alguma forma, uma alta densidade celular ou 
contato com celulas vizinhas fazia com que essas celulas parassem de se dividir. Esse compor- 
tamento, observado em celulas normals, se mostrou conslderavelmente contrastante com 
aquele observado em transformantes dentro dos focos Induzldos por RSV, as quals havlam 
claramente perdldo a Inlblgao por contato (densidade) e, como conseqtiencla, contlnuavam 
a prollferagao, llteralmente empllhando-se umas sobre as outras e crlando uma massa celular 
compacta com multlcamadas tao grossa que podia geralmente ser vlsuallzada. 

Sob certas condlgoes experlmentals, poderla ser demonstrado que todas as celulas de um dado 
foco eram descendentes de uma unlca celula progenltora que havla sldo Infectada e, presumlvel- 
mente, transformada por uma pam'cula de RSV. Atualmente, esse tlpo de celula descendente serla 
conhecido como clone celular, e o foco, como um todo, um crescimento clonal, de forma que, em 
ambos os casos, os descendente de tals celulas provem de um progenitor comum. 

O comportamento desses focos deu suporte a uma especulagao sobre as posslvels slmllarlda- 
des entre a transformagao celular desencadeada por RSV na placa de Petri e o processo que 
levou ao apareclmento de tumores em animals vivos. Inclusive no ser humano; e possiVel que 
todas as celulas de uma massa tumoral humana em crescimento espontaneo tambem constl- 
tuam um crescimento clonal e, portanto, sejam descendentes de uma unlca celula progenlto¬ 
ra comum que, de alguma forma, passou por uma transformagao e entao Inlclou um progra- 
ma de repllcagao, o qual fmalmente deu orlgem a mllhoes ou mesmo bilboes de celulas 
descendentes, que, juntas, formaram a massa. Como fol dlscutldo anterlormente (veja a Se- 
gao 2.5), anallses genetlcas detalhadas de celulas tumorals humanas acabaram sendo necessa- 
rlas para testar essa nogao de forma defmltlva. 


3.3 A presen 9 a contmua de RSV e necessaria 
para manter a transformagao 

O comportamento das celulas de um foco Induzido por RSV Indlcava que o fenotlpo trans- 
formante era transmltldo de uma celula de galinha recem-lnfectada e transformada para seus 
descendentes dlretos. Essa transmlssao levantou uma outra serle de questoes: sera que uma 
parti'cula de RSV Infecta e transforma a celula progenltora do foco e, posterlormente, contl- 
nua a Influenclar o comportamento de todos seus descendentes dlretos, garantlndo tambem 
que eles contlnuassem transformados? Ou, como alternatlva, sera que RSV age da forma 
“bate-e-corre”, por golpear a celula progenltora recem-lnfectada, alterando o seu comporta- 



Flgura 3.6 Floward Temln Floward Temln, 
retratado acima em 1964, Inlclou seu 
trabalho demonstrando a habllldade do 
vfrus do sarcoma de Rous em fransformar 
celulas in vitro e evidenciou a persistencia 
do virus em celulas Infectadas e 
transformadas. Ele postulou a existencia de 
um pro-virus de DNA e, subsequentemente, 
compartilhou 0 Premlo Nobel de Medicina e 
Fislologla de 1975 com David Baltimore por 
seus simultaneos descobrimentos 
envolvendo a enzima transcriptase reverse. 
(Corfesla dos Arquivos da Universidade de 
Wisconsin.) 
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Figura 3.7 Celulas transformadas formando 
focos (A) Fibroblastos normais de embriao 
de galinha (azul) crescendo no fundo da 
placa de Petri formam uma camada unica 
de celulas - uma monocamada. Isso se 
deve ao fato de, ao ocorrer o contato entre 
elas, a proliferagao e interrompida - o 
comportamento chamado de “inibigao por 
contato". Entretanto, quando uma dessas 
celulas e infectada por RSV, ela {vermelho) 
e seus descendentes adquirem uma 
morfologia arredondada e perdem a 
inibigao por contato. Como consequencia, 
elas continuam a proliferagao apesar de 
tocarem umas nas outras e, finalmente, 
acumulam-se umas sobre as outras (urn 
foco) formando uma grossa massa celular 
que pode ser identificada visualmente. (B) 
Os efeitos da infecgao e transformagao por 
RSV podem ser observados tanto por 
microscopia de contraste de fase (quadras 
superiores) como por microscopia 
eletronica de varredura (quadras inferiares). 
Fibroblastos normais de embriao de 
galinha estao disperses de forma a compor 
urn padrao de monocamada continue 
(quadras a esquerda). Entretanto, ap6s a 
transformagao por RSV, eles fleam mais 
arredondados, tornam-se refracteis (halas 
brancas, quadra superior direito) e 
empilham-se uns sobre os outros (quadras 
a direita). (B, cortesia de L.B. Chen.) 


mento e entao abandonando a “cena do crime”? De acordo com este segundo cenario, a 
celula progenitora poderia, de alguma forma, transmitir o fenotipo de crescimento cancerf- 
geno a seus descendentes sem a presenga contmua de RSV. 

O trabalho de Temin e Rubin evidenciou que os descendentes de uma celula infectada por RSV 
continuavam a abrigar copias do genoma de RSV, rnas tal evidencia, por si propria, resolveu 
pouco. A verdadeira questao era: o estado transformante das celulas descendentes realmente de- 
pende de alguma influencia contmua exercida pelos genomas de RSV que elas abrigavam? 

Um experimento conduzido em 1970 na Universidade da California, Berkeley, resolveu essa 
questao de forma clara. Foi desenvolvido um mutante de RSV capaz de transformar celulas 
de galinha quando estas eram cultivadas a 37°C em vez de 4l°C (que e a temperatura geral- 
mente utilizada no crescimento de celulas de galinha). Mutantes sensiveis a temperatura (ts) 
como este eram conhecidos por codificar protemas parcialmente defectivas, que retem sua 
estrutura e fungao normal a uma temperatura e perdem sua fungao em outra temperatura, 
presumivelmente pela desnaturagao termica da estrutura da protema mutante. 

Apos os fibroblastos de embriao de galinha terem sido infectados com o mutante ts de RSV, 
essas celulas tornavam-se transformadas ao passarem por um subseqiiente cultivo na tempe¬ 
ratura mais baixa (permissiva) de 37°C, como foi dito anteriormente. De fato, essas celulas 
poderiam ser propagadas por muitas geragoes celulares na temperatura mais baixa e conti- 
nuar a crescer e se dividir da mesma forma que celulas cancen'genas, demonstrando sua carac- 
ten'stica morfologia transformante (veja a Figura 3.7B). Mas, semanas mais tarde, se a tempe¬ 
ratura dessas culturas infectadas fosse aumentada para 4l°C (temperatura nao-permissiva), 
essas celulas perdiam seu aspecto transformante e rapidamente revertiam a forma e o padrao 
de crescimento de celulas que jamais haviam sido infectadas por RSV (Figura 3.8). 


Os experimentos de Berkeley possibilitaram chegar a conclusoes, ainda que simples, conside- 
ravelmente importantes. Uma vez que as celulas que descendiam de uma celula ts infectada 
por RSV continuavam apresentando o caracten'stico crescimento sensi'vel a temperatura, pa- 
recia obvio que copias do genoma do virus infectante persistiam nelas por semanas apos a 
infecgao inicial. Essas copias do genoma de RSV nas celulas descendentes continuavam a 
produzir algumas protemas sensiveis a temperatura (cuja identidade nao era precisamente 
conhecida). O mais importante: as agoes contmuas de tal protei'na eram necessarias para man- 
ter o fenotipo de crescimento transformante das celulas infectadas por RSV. 
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Esse trabalho demonstrou que a transforma^ao celular, ao menos aquela induzida por RSV, 
nao era uma rela^ao do tipo bate-e-corre. Utilizando os termos de virologistas tumorais, o 
gene transformante viral era necessario tanto para iniciar quanto para manter o fenotipo 
transformante de celulas infectadas por virus. 


3.4 Virus contendo moleculas de DNA tambem 
sao capazes de induzir cancer 

O RSV era apenas um de um grupo muito diferente de virus que eram capazes de induzir 
tumores em animais infectados. Por 1960, outras quatro classes de virus tumorais haviam 
igualmente tornado-se agentes atrativos para estudos por biologos em cancer. Um novo tipo 
de virus tumoral foi descoberto quase um quarto de seculo apos o trabalho pioneiro de Rous. 
Esse virus, descoberto por Richard Shope em coelhos, causava papilomas (verrugas) na pele. 
Estas eram lesoes benignas que, em raras ocasioes, progrediam a tumores verdadeiros - carci¬ 
nomas de celulas escamosas da pele. 

Ao final da decada de 1950, tornou-se claro que o virus de Shope havia sido construido de 
forma bem diferente do RSV. As particulas de papilomavirus portavam genomas de DNA, 
enquanto as particulas de RSV eram conhecidas por portar moleculas de RNA. Alem disso, 
as particulas do virus de Shope eram envoltas apenas por uma capa proteica, ao passo que o 
RSV tinha tambem claramente uma membrana lipidica por fora. Nas decadas que se sucede- 
ram, mais de 100 diferentes tipos de papilomavirus humanos (HPV) seriam descobertos, 
sendo todos relacionados ao virus de Shope (Figura 3.9). 

A pesquisa iniciada nos anos 1930 em Bar Harbor, Maine, gerou, tres decadas mais tarde, o 
agente (virus de tumor mamario de camundongo, MMTV) que era responsavel pela trans- 
missao, de mae para prole, atraves do kite, da suscetibilidade ao cancer de mama em certas 
linhagens de camundongos. Foi observado que o genoma de MMTV, assim como o de RSV, 
e composto de moleculas de RNA e, portanto era um tanto quanto diferente do genoma de 
papilomavirus. 


Figura 3.9 Papilomavirus de Shope (A) Micrografia eletronica do papilomavirus 
de Shope. (B) Esta micrografia crio-eletronica, juntamente com um aumento da 
imagem, revela a estrutura de uma particula do papilomavirus humano. (A, 
cortesia de D. DiMaio; B, de B.L. Trus et al., Nat. Struct. Biol. 4: 413-420, 1997.) 


Figura 3.8 Mutante sensivel a temperatura 
e manutengao da transformagao por RSV 
Quando fibroblastos de embriao de galinha 
eram infectados na temperatura permissiva 
(37°C), na qual a fungao transformante viral 
pode ser expressa, as celulas tornavam-se 
transformadas. Quando as culturas 
contendo essas celulas infectadas eram 
deslocadas para a temperatura nao- 
permissiva (41 "C), a fungao transformante 
viral era inativada, e as celulas eram 
revertidas a uma morfologia normal, nao 
transformante. Posteriormente, quando a 
temperatura da cultura era trocada 
novamente a temperatura permissiva, a 
fungao transformante viral era recuperada, 
e as celulas voltavam, mais uma vez, a 
exibir uma morfologia transformante. A 
perda do fenotipo transformante em fungao 
do aumento da temperatura demonstrou 
que a agao continua de alguma protelna 
viral sensivel a temperatura era necessaria 
para manter esse fenotipo. A reaquisigao 
do fenotipo transformante apos o 
decrescimo da temperatura indicava que o 
genoma viral continuava a estar presente 
nessas celulas na temperatura alta 
independentemente de sua aparencia 
normal. 



(B) 
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Tabela 3,1 Genomas de virus tumorais 



Familia viral 

Tamanho aproximado 
do genoma (kb) 

Virus de DNA 

Virus da hepatite B (FIBV) 

hepadna 

3 

SV40/polioma 

papova 

5 

Papiloma humano 16 (FIPV) 

papova 

8 

Adenovirus humano 5 

adenovirus 

35 

Flerpesvirus humano 8 (FISV-8; KSFIV) 

herpesvirus 

165 

Virus de fibroma de Shope 

poxvirus 

160 

Virus de RNA 

Virus do sarcoma de Rous (RSV) 

retrovirus 

9 

Virus da leucemia humana de celulas T (HTLV-I) 

retrovirus 

9 


Adaptada, em parte, de G.M. Cooper, Oncogenes, 2nd ed. Boston: Jones and Bartlett Publishers, 1995. 


Nos anos 1950 e 1960, uma serie de outros virus tumorais de DNA foram descobertos 
(Tabela 3.1). O poliomavlrus, assim denominado em fun^ao da sua habilidade em induzir 
uma distinta variedade de tipos de tumores em camundongos, foi descoberto em 1953. O 
virus SV40 e consideravelmente similar ao poliomavlrus tanto em tamanho quanto em cons- 
titui^ao qulmica (o 40^ virus slmio em uma serie de isolados). Esse virus de macaco foi 
originalmente descoberto como sendo um contaminante presente nos estoques de vacina 
para poliovirus preparados na metade e final dos anos 1950 (Figura 3.10A). Minuciosas 
investiga^oes virologicas revelaram que partlculas de SV40 estavam geralmente “escondidas” 
em culturas celulares de rim de macacos rhesus e cynomolgus utilizados para propagar poliovi¬ 
rus durante a prepara^ao de vacina. Na verdade, a presen^a de SV40 nao era inicialmente 
perceptlvel nessas culturas celulares. Entretanto, quando os estoques de poliovirus que ha- 
viam sido propagados nessas celulas de macaco eram posteriormente utilizados para infectar 
celulas de rim de macaco verde africano (AGMK), SV40 revelou-se por induzir um efeito 
citopatico muito distinto - inumeros vaciiolos grandes (estruturas em forma de bolha preen- 
chidas por fluido) no citoplasma de celulas infectadas (Figura 3.1 OB). Um dia apos a forma- 



Figura 3.10 Virus SV40 (A) Como determinado por difragao de raios X, 
0 capsideo proteico do virus tumoral de DNA SV40 consiste em tres 
proteinas codificadas pelo virus que estao agrupadas formando 
pentameros e hexameros com simetria icosaedrica. 0 genoma dsDNA 
de SV40 esta abrigado dentro desse capsideo. (B) SV40 forga um cicio 
litico em celulas hospedeiras permissivas, como celulas de rim de uma 


serie de especies de macaco. 0 efeito citopatico resultante aqui 
observado envolve a formagao de grandes vacuolos citoplasmaticos 
um pouco antes da mode e liberagao de dezenas de milhares de 
particulas virais progenitoras. (A, cortesia de Robert Grant, Stephen 
Crainic e James M. Hogle; B, de A. Gordon-Shaag et al., J. Virol. 77: 
4273-4282, 2003.) 
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fao dos vaciiolos nas celulas infectadas por SV40, elas se romperiam, liberando dezenas de 
milhares de paru'culas virais progenitoras. (Devido a contamina^ao por SV40 durante o cur- 
so de produ^ao de vacina para poliovirus, algumas culturas celulares infectadas por poliovirus 
produziam muito mais parti'culas virais de SV40 do que de poliovirus!) 

Esse ciclo li'tico de SV40 contrastou fortemente com seu comportamento em celulas prepa- 
radas a partir de embrioes de camundongo, rato ou hamster. SV40 nao se mostrou capaz de 
replicar nessas celulas, que foram entao consideradas como sendo hospedeiras ndo-permissi- 
vas. Mas, na ocasiao, em uma celula dentre milhares em uma popula 9 ao infectada, se desen- 
volveu um transformante que compartilhava muitas de suas caracten'sticas com as de celulas 
transformadas por RSV, ou seja, uma celula que passou por mudan^as morfologicas e perdeu 
a inibifao por contato, e adquiriu a habilidade de formar tumores in vivo. Em fun^ao disso, 
SV40 foi classificado como um virus tumoral. 

Estimativas indicam que entre um e dois ter^os das vacinas para polio - a vacina viva Sabin, oral, 
e a vacina inativada Salk, injetavel — administradas entre 1955 e 1963 continham o virus SV40 
como um contaminante, e entre 10 e 30 milhoes de pessoas foram expostas a esse virus por meio 
de vacina^ao. Em 1960, temia-se que o contaminante SV40 pudesse desencadear cancer em 
muitos daqueles que foram vacinados; de modo tranqiiilizador, analises epidemiologicas conduzi- 
das durante as quatro decadas seguintes indicaram um pequeno, se existente, risco aumentado de 
cancer entre aqueles expostos a essas duas vacinas (Barra lateral 3.2). 

O papilomavlrus de Shope, o poliomavlrus de camundongo e SV40 foram juntamente agru- 
pados na classe dos papovavlrus de virus tumorais de DNA, termo que se refere a /i^zpiloma, 
poYioma. e os f^zciiolos induzidos por SV40 durante sua infec^ao Utica. Pela metade dos anos 
1960, estava evidente que os genomas dos papovavlrus eram todos formados por moleculas 
de DNA dupla fita circular (Figura 3.11). Isso revelou-se consideravelmente conveniente 
para experimentadores, visto que existiam diversas tecnicas em uso na epoca que conseguiam 
separar essas moleculas circulares de DNA relativamente pequenas (cerca de 5 a 8 quilobases 
[kb] de comprimento) das moleculas de DNA lineares muito maiores presentes nos cromos- 
somos das celulas hospedeiras infectadas. 


Barra lateral 3.2 Sera SV40 responsavel pela 
peste mesoteliomal? O mesotelio e a mem- 
brana externa que reveste varies orgaos inter- 
nos e deriva-se diretamente do mesoderma 
embrionario. Mesoteliomas - tumores de di¬ 
versas superficies mesoteliais - eram virtual- 
mente desconhecidos nos Estados Unidos na 
primeira metade do seculo XX. Entretanto, a 
partir de 1960, sua incidencia come^ou a au- 
mentar vertiginosamente. No final do secu¬ 
lo, a incidencia anual havia chegado perto dos 
2.500 nos Estados Unidos. Muito desse au- 
mento na incidencia tern sido atribuldo a ex- 
posi^ao ao asbesto, mais especificamente um 
subtipo denominado crocidolito. Portanto, a 
doen^a e freqiientemente observada entre in- 
divlduos que trabalharam com asbesto, que 
era utilizado como material isolante de resis- 
tencia ao calor ate ser finalmente banido do 
mercado nas duas ultimas decadas do seculo. 
Entretanto, 20% dos pacientes com mesote- 
lioma nao tern exposi 9 ao comprovada ao as¬ 
besto, fato que provocou a busca por outros 
agentes etioldgicos (causadores). 


SV40 e um agente etiologico plauslvel de me- 
sotelioma. Ate 2003, 41 laboratorios mundo afora 
ja haviam reportado a presents de DNA, RNA ou 
protelnas de SV40 em celulas de mesotelioma. Em 
geral, vestlgios do virus sao raramente encontra- 
dos em tumores humanos, com exce^ao a certos 
tipos de tumores cerebrals. Uma cultura de celulas 
de mesotelioma humano pode ser facilmente in¬ 
fectada por SV40, e essa infec^ao as leva a uma 
imediata imortaliza 9 ao, ou seja, a habilidade des- 
sas celulas, que normalmente tern um potencial de 
prolifera 9 ao limitado em cultura, a multiplicarem- 
se indefinidamente. 

A presen 9 a da contamina 9 ao por SV40 nas 
vacinas estoque de poliovirus trouxe a tona ques- 
tionamentos quanto ao mesotelioma ter sido in- 
duzido em muitos indivlduos como um efeito co¬ 
lateral nao pretendido pela vacina 9 ao para poliovi¬ 
rus. Na verdade, podem existir muitos tipos de me¬ 
soteliomas em indivlduos que dificilmente tenham 
sido expostos a essas vacinas. Alem disso, a protel- 
na antlgeno-T viral, cuja presen 9 a e invariavelmente 
observada em celulas transformadas por SV40 (veja 
a Se 9 ao 3.6) e raramente detectada em tumores 


mesoteliomais. Ainda, tentativas em demons- 
trar DNA viral tern geralmente revelado seg- 
mentos de DNA que sao indicativos de arte- 
fatos laboratoriais, como contamina 9 ao de 
amostras de tumores mesoteliomais por esto- 
ques de SV40 ou por plasmldeos recombinan- 
tes de DNA laboratoriais que haviam sido pre- 
viamente construldas para incluir segmentos 
do genoma viral. A descoberta de tais conta- 
mina 96 es prove mais argumentos para aque¬ 
les que nao acreditam na a 9 ao patogenica de 
SV40 em mesoteliomas. 

Sabe-se que ate 85% dos humanos estao 
infectados com dois virus que estao intimamente 
aparentados com SV40 - JC e BK -, e o anti- 
soro que reconhece os capsldeos desses virus tern 
rea 9 ao cruzada com o capsldeo de SV40, expli- 
cando varias declara 96 es de que o SV40 esta 
geralmente presente nos tecidos humanos. Em in¬ 
divlduos imunodeprimidos, principalmente pa¬ 
cientes com AIDS, o virus JC pode causar uma 
degenera 9 ao cerebral fatal - leucoencefalopatia 
multifocal progressiva (PML) -, mas nao ha evi- 
dencias de que seja tambm carcinogenico. 
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Figura 3.11 Genomas de papovavirus 
Analises de microscopia eletronica 
revelaram a estrutura de genomas de DNA 
de papovavirus, incluindo a do genoma de 
SV40, aqui apresentada, como sendo dupla 
fita e circular. Na figura, estao apresentados 
0 DNA de SV40 na forma circular-fechada 
superenrolada (forma I; DMAs enroscados) 
e a forma circular relaxada (forma II; 
circulos abertos e largos). A forma III, que e 
uma forma linear do DNA viral resultante de 
uma quebra no DNA dupla fita, nao esta 
apresenfada. (Cortesia de J.D. Griffith.) 



O grupo de virus tumorais de DNA aumentou ainda mais com o descobrimento de que o 
adenovirus humano, sabidamente responsavel por infecgoes respiratorias superiores em hu- 
manos, era capaz de induzir tumores em hamsters infectados. Aqui se estabelecia um impres- 
sionante paralelo com o comportamento de SV40. Os dois virus podiam multiplicar-se livre- 
mente em suas celulas hospedeiras naturais, que eram, portanto, consideradas como sendo 
permissivas. Durante os ciclos liticos virais resultantes, celulas hospedeiras permissivas eram 
rapidamente mortas em sincronia com a liheraqao da progenie de particulas virais. Mas, quando 
introduzidos em celulas nao-permissivas, tanto adenovirus como SV40 falharam em replicar-se, 
deixando para tras, ainda que em uma freqtiencia muito baixa, clones de transformantes. 

Outros participantes da classe de virus tumorais de DNA eram membros do grupo dos her¬ 
pesvirus. Enquanto herpesvirus humano dos tipos 1 e 2 aparentemente nao eram tumoroge- 
nicos (capazes de induzir tumor), um herpesvirus distantemente relacionado oriundo de 
macacos Saimiri provocou linfomas rapidamente e de forma fatal quando injetados em ma¬ 
cacos de diversas outras especies. Outro membro distantemente relacionado da familia dos 
herpesvirus - virus Epstein-Barr (EBV) — foi caracterizado por estar intimamente relaciona¬ 
do com o desenvolvimento de linfomas de Burkitt em crianqas j ovens da Africa equatorial e 
da Nova Guine, assim como carcinomas nasofaringeais no sudeste da Asia. Finalmente, pelo 
menos dois membros da classe dos poxvirus, que inclui o virus smallpox, foram identificados 
como sendo tumorogenicos: o virus de fibroma de Shope e o virus de macaco Yaba causam 
lesoes cutaneas benignas em coelhos e macacos rhesus, respectivamente. O potencial tumoro- 
genico destes virus, que tern genomas consideravelmente grandes (135 a 160 kb), permanece 
pouco compreendido ate o presente. 

Pesquisadores descobriram que particulas de adenovirus e herpesvirus contem longas mole- 
culas da DNA dupla fita (dsDNA) lineares que, assim como os genomas de RSV, carregam a 
informaqao necessaria tanto para replica^ao viral quanto para a transforma^ao celular induzi- 
da por virus. Comparado com os papovavirus, os herpesvirus tinham genomas enormes (veja 
a Tabela 3.1), o que sugeria que eles carregavam um niimero proporcionalmente maior de 
genes. No final, foi o tamanho relativamente pequeno dos genomas de papovavirus que os tornou 
ohjetos atrativos de estudo para aqueles interessados nas origens moleculares do cancer. 

A maior parte do pequeno grupo de genes em um genoma de papovavirus era, aparentemen¬ 
te, necessaria para programar a replicagao viral; incluido entre esses estavam varios genes envol- 
vidos na codifica^ao de proteinas que formam a capa capsidica da particula viral. Isso indicou que 
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papovavi'rus poderia dedicar apenas uma pequena por^ao de seus genes ao processo de trans- 
formagao celular. 

Essa nogao proporcionou a possibilidade de simplificar consideravelmente o problema can¬ 
cer por reduzir o espectro de genes responsaveis e mecanismos causais a urn numero bem 
menor. Sem tais simplificagoes, biologos em cancer eram for^ados a pesquisar os genes 
causadores de cancer que se acreditava estarem presentes no genoma de celulas transfor- 
madas por mecanismos nao-virais. Genomas celulares claramente abrigavam grandes ar- 
ranjos de genes, possivelmente mais de cem mil. Na epoca, a habilidade em analisar 
genomas de tal vasta complexidade e isolar genes individuals desses genomas era uma 
realidade um tanto quanto distante. 


3.5 Virus tumorais induzem mudan^as multiplas no fenotipo 
celular, incluindo aquisi^ao de tumorogenicidade 

Da mesma forma que celulas transformadas por RSV, as celulas transformadas por SV40 
apresentavam um formato significativamente alterado e empilhavam-se umas sobre as ou- 
tras. Essa perda da inibigao por contato foi apenas uma de uma serie de mudan^as exibidas 
por celulas transformadas por virus (Tabela 3.2). Como sera discutido posteriormente neste 
livro, celulas normals em cultura nao proliferarao, a menos que sejam providas com soro e 
fatores estimuladores de crescimento associados ao soro no meio de cultura. Observou-se que 
as celulas transformadas por uma variedade de virus tumorais tinham, freqiientemente, uma 
redugao substancial da necessidade desses fatores em seu meio de cultura. 

Uma outra caracteristica tipica do estado transformante e a habilidade de proliferar em cultu¬ 
ra por periodos mais longos do que as celulas normals. Pesquisadores descobriram que cdulas 
normals tern um potencial proliferativo limitado em cultura, encerrando sua multiplicagao 
apos um numero, aparentemente, pre-determinado de divisoes celulares. Celulas cancerige- 
nas pareciam ser capazes de se proliferar indefmidamente em cultura, sendo, portanto, des- 
critas como imortalizadas (como discutido no Capitulo 10). 

Quando cdulas transformadas eram suspensas em um gel de agar, elas eram capazes de pro¬ 
liferar formando colonias esfericas contendo duzias, ou mesmo centenas, de celulas (Figura 
3.12). Essa habilidade de multiplicagao sem adesao a um substrato solido, provido pelo fun- 
do de uma placa de Petri, foi denominada de trago de independencia de ancoragem. Cdulas 
normals, em contraposigao, demonstraram uma necessidade absoluta de aderirem-se a um 
substrato solido antes de crescerem e foram, portanto, consideradas dependentes de ancora¬ 
gem. A habilidade das cdulas em crescer de forma independente de ancoragem in vitro geral- 
mente servia como um bom indicativo de sua habilidade em formar tumores in vivo apos 
injetadas em animals hospedeiros apropriados. 

Essa habilidade em formar tumores — o fenotipo de tumorogenicidade — representou o teste 
decisive para determinar se celulas eram totalmente transformadas, ou seja, se tinham adqui- 


Tabela 3.2 Propriedades das celulas transformadas 

Morfologia alterada (formato arredondado, refractil sob microscopio de contraste de fase) 
Perda da inibigao por contato (habilidade de crescer umas sobre as outras) 

Habilidade de crescer sem adesao a substrato solido (independente de ancoragem) 
Habilidade de proliferar indefinidamente (imortalizagao) 

Necessidade reduzida de fatores de crescimento mitogenicos 

Alta densidade de saturagao (habilidade de acumular grande numero de celulas em placa de 
cultura) 

Inabilidade em confer a proliferagao em resposta a falta de fatores de crescimento 

Transporte de glicose aumentado 

Tumorogenicidade 

Adaptada, em parte, de S.J. Flint, L.W. Enquist, R.M. Krug et al.. Principles of Virology. Washington, DC: ASM 
Press, 2000. 
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Figura 3.12 Cresoimento independente de 
ancoragem Fotomicrografia de colonias 
celulares crescendo na forma independente 
de ancoragem. (Cada uma das colonias 
maiores observadas na figura pode confer 
muitas centenas de celulas.) Esse teste e 
geralmente realizado suspendendo-se as 
celulas em meio semi-solido, como 
agarose ou metilcelulose. Ao confer celulas 
em suspensao, esses meios garantem que 
as celulas sejam impossibilitadas de aderir- 
se a urn substrate solido, mais 
especificamente, o fundo da placa de Petri. 
A habilidade celular em proliferar enquanto 
mantidas em suspensao - o fenotipo 
independente de ancoragem - em geral e urn 
bom (mas nao infallvel) indicador da 
habilidade de tais celulas em former tumores 
in vivo. (Cortesia de A. Orimo.) 



rido todo repertorio de caracten'sticas neoplasicas. Testes para tumorogenicidade poderiam 
set realizados quando as cdulas utilizadas em um experimento de transformaqao in vitro 
fossem preparadas a partir de uma cepa de camundongo e posteriormente injetadas em um 
camundongo hospedeiro da mesma linhagem (Barra lateral 3.3). Uma vez que as celulas do 
hospedeiro e as celulas injetadas provem da mesma linhagem genetica, os sistemas imunes de 
tal hospedeiro (camundongo) singeneico nao reconheceriam as celulas transformadas como 
sendo corpos estranhos e, portanto, nao tentariam elimina-las - o processo de rejei 9 ao tumo¬ 
ral (processo cuja discussao sera retomada no Capi'tulo 15). Isso possibilitou que celulas 
injetadas sobrevivessem em seus hospedeiros animais, permitindo-lhes multiplicar formando 
grandes tumores quando, de fato, adquirissem o fenotipo tumorogenico. 

Em geral, era imposslvel testar a tumorogenicidade de celulas tumorais infectadas por virus 
em um hospedeiro animal singeneico, visto que as celulas em estudo provinham de uma 
especie em que nao havia disponibilidade de hospedeiros singeneicos endocruzados. Isso 
forqou o uso de hospedeiros imunocomprometidos cujos sistemas imunes eram tolerantes a 
uma ampla variedade de tipos celulares estranhos, incluindo aqueles de outras especies (veja 
Barra lateral 3.3). Camundongos da linhagem Nude logo tornaram-se o hospedeiro mais 


Barra lateral 3.3 A integridade do sistema imune dita o potencial de 
celulas transformadas em causar tumores Uma serie linhagens distin- 
tas de camundongo e ratos foram desenvolvidas a partir de ciclos repe- 
tidos de endocruzamento ao longo do seculo passado. Em £00930 desse 
endocruzamento, cada indivlduo de uma linhagem endocruzada de 
camundongo e geneticamente identico a todos os outros membros des- 
sa linhagem (exceto as diferen 9 as especi'ficas de genero criadas pelo cro- 
mossomo Y). Entre essas linhagens de camundongos, estao incluldas, 
por exemplo, as linhagens BALB/c, C3H e C57/B16. A identidade ge¬ 
netica de todos os indivi'duos dentro de uma linhagem significa que 
fragmentos teciduais (incluindo tumores) de um animal de uma linha¬ 
gem podem ser transplantados a outros animais da mesma linhagem e 
se tornar estabelecidos nos animais receptores. 

Essa habilidade de transplantar tecidos de um indivlduo para outro 
nao existe em popula 96 es entre linhagens diferentes, como humanos e 
popula 96 es naturals de camundongos. Com raras exce 96 es, como ge- 
meos identicos, tecidos introduzidos de um animal (ou humano) para 
outro sao rapidamente reconhecidos como sendo estranhos pelo siste¬ 
ma imune do receptor. O sistema imune passa entao a se dedicar a 


eliminar o tecido estranho, geralmente de forma bem-sucedida e rapi- 
da. Isso significa que testes verdadeiros de tumorogenicidade de celulas 
de camundongo transformadas in vitro podem ser realizados apenas 
quando essas celulas derivam da mesma linhagem de camundongos do 
hospedeiro nas quais foram introduzidas. A falta de linhagens endocru- 
zadas de galinhas limitou consideravelmente o tipo de pesquisa em cancer 
que poderia ser realizado com tais aves. 

Essa barreira envolvendo transplante pode ser contornada de diver- 
sas formas. Freqiientemente, o sistema imune de um animal muito jo- 
vem e mais tolerante para tecidos geneticamente estranhos do que o 
sistema imune mais desenvolvido e robusto dos adultos. Isso permitiu 
que Rous conduzisse alguns de seus experimentos. Mais comum e pra- 
tica, entretanto, e a utiliza 9 ao de cepas de camundongo imunocom- 
prometidas, que carecem de um sistema imune totalmente funcional e, 
portanto, toleram tecidos enxertados de origem genetica estranha, in¬ 
cluindo celulas e tecidos de outras especies (denominados xenoenxer- 
tos). Entre as cepas de camundongo imunocomprometidas frequente- 
mente utilizadas estao Nude, RAG e NOD/SCID, cada qual tendo um 
defeito em um ou mais componentes-chave de seu sistema imune. 
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Figura 3.13 Camundongos Nude 
Camundongos da linhagem Nude tern duas 
vantagens em testes de tumorogenicidade. 
Visto que eles carecem de time, eles sao 
altamente imunocomprometidos e, 
portanto, relativamente receptivos ao 
enxerto de celulas de fontes nao- 
relacionadas geneticamente, incluindo 
celulas de especles estranhas. Alem disso, 
uma vez que esses camundongos nao 
possuem pelos, torna-se facil monitorar o 
progresso de formagao de tumor apos 
celulas transformadas terem sido injetadas 
sob a pele. (Cortesla de Flarlan Sprague 
Dawley.) 


comumente utilizado para testar a tumorogenicidade de uma grande variedade de celulas, 
incluindo aquelas de origem humana. Com certa freqiiencia, candidatas a celulas tumorais 
sao injetadas subcutaneamente, ou seja, diretamente sob a pele desses animals. Uma vez que 
eles tambem carecem da habilidade de desenvolver pelos, camundongos Nude propiciam 
uma vantagem adicional de permitir ao experimentador que monitore de perto o progresso 
de cdulas tumorais implantadas (Figura 3.13). 

Como mencionado, os pequenos tamanhos dos genomas de virus tumorais de RNA (RSV, 
por exemplo) e papovavlrus ditaram que cada um destes utiliza apenas um pequeno mimero 
de genes (as vezes, nao mais que um) para induzir mudangas multiplas nas celulas que eles 
infectaram e transformaram. Cabe lembrar que a habilidade de um gene em induzir conco- 
mitantemente uma serie de alteragoes distintas em uma celula e denominada pleiotropia. 
Apesar de haver poucas evidencias diretas do mimero de genes de forma dispom'vel, parecia 
muito provavel que os genes utilizados por virus tumorais para induzir transformagao celular 
estavam atuando pleiotropicamente em uma variedade de alvos moleculares entre cdulas. 


3.6 Genomas de virus tumorais persistem em cdulas 

transformadas por virus por tornarem-se parte do DNA 
celular do hospedeiro 

Os experimentos de Berkeley (veja a Segao 3.3) proveram forte evidencia de que as agoes 
continuas do genoma de RSV eram necessarias para manter o estado transformante das celu¬ 
las, incluindo aquelas que foram afastadas ha muitas geragoes de uma celula progenitora 
inicialmente infectada. Isso signiflca que algumas ou todas as informagoes geneticas virais neces- 
sitavam ser perpetuadas de alguma forma, sendo passadas de uma cdula-mae transformada para 
suas duas fiUias e, posteriormente, as cdulas descendentes por meio de muitos ciclos de divisao e 
crescimento celular. Por outro lado, a falha na transmissao desses genes virais as celulas des¬ 
cendentes resultaria na sua reversao ao comportamento normal de crescimento celular. 

Em paralelo com o comportamento de RSV, o m'vel de transformagao celular alcangado por 
dois virus tumorais de DNA intensamente estudados - SV40 e poliomavirus - tambem 
pareceu depender da presenga continua de genomas virais nos descendentes de uma celula 
inicialmente transformada. A evidencia que comprovou isso veio de uma maneira indireta, 
principalmente a partir do descobrimento de proteinas associadas a tumores (antigenos T) 
que foram encontrados em canceres induzidos por esses dois virus. Por exemplo, soros prepa¬ 
rados a partir de camundongos portando um tumor induzido por SV40 apresentaram forte 
reatividade com uma proteina nuclear que estava caracteristicamente presente em tumores 
desencadeados por SV40 e ausentes em tumores induzidos por poliomavirus ou por outros 
agentes carcinogenicos. A implicagao foi que o genoma viral residindo em celulas tumorais 



Figura 3.14 Expressao do antigeno T de 
SV40 Quando celulas transformadas por 
SV40 sao Introduzidas em um hospedeiro 
singenelco, elas provocam uma forte 
resposta imune contra o antigeno T 
codificado por SV40 (antigeno tumoral), 
que e geralmente denomlnado ‘large T” 
(LT). Soro antl-LT, assoclado a marcadores 
fluorescentes apropriados, pode ser usado 
para corar celulas transformadas por virus, 
revelando a localizagao nuclear do LT. Aqui 
esta apresentada uma versao disso, em 
que um anticorpo monoclonal antl-LT (em 
vez de soro antitumor) fol usado para 
corar celulas de camundongo que foram 
transformadas por SV40. (Cortesla de 
S.S. Tevethia.) 
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codificava uma protefna (o anti'geno T de SV40, por exemplo) que induzia uma forte respos- 
ta imunologica no camundongo ou rato hospedeiro que carregava o tumor (Figura 3.14). 


O aspecto do anti'geno T induzido por virus correlacionou-se diretamente com o estado 
transformado dessas celulas. Portanto, as celulas que perderam o andgeno T tambem perde- 
riam o fenotipo transformante induzido pelo virus. Essa correla^ao sugeria, mas dificilmente 
provaria, que as seqiiencias virais responsaveis pela transforma^ao estavam associadas, ou 
proximamente ligadas, a seqiiencias virais que codificam o anti'geno T. 


A transmissao de celtila para celtila de genomas virais ao longo de varias gera^oes celulares repre- 
sentou um grande problema conceitual. Genes celulares eram claramente transmitidos com fide- 
lidade quase total de celulas-maes a celulas-filhas a partir do cuidadoso processo programado de 
replica 9 ao do DNA cromossomico e da mitose que ocorrem durante cada ciclo de crescimento e 
divisao celular. Como poderiam genomas virais realizar replica^ao e transmissao eficientemente a 
partir de um nurnero ilimitado de gerafoes celulares? Isso era excepcionalmente intrigante, uma 
vez que genomas virais pareciam carecer dos elementos geneticos que imaginava-se serem necessa- 
rios para aloca^ao apropriada de cromossomos a celulas-filhas durante a mitose. 

Aliado a esse problema estava o fato de que o metabolismo do DNA de papovavirus, como 
SV40 e poliomavirus, era muito diferente daquele de cdulas hospedeiras que eles predavam. 
Quando SV40 e poliomavirus infectavam cdulas hospedeiras permissivas, os DNAs virais 
eram replicados como moleculas autonomas extracromossomais. Os dois virus podiam for- 
mar muitas dezenas de milhares de genomas de DNA circulares dupla fita de cerca de 5 kb de 
tamanho a partir de um linico genoma de DNA viral inicialmente introduzido pela infec^ao 
(veja a Figura 3.11). Enquanto a replica^ao do DNA viral recorria a um grande nurnero de 
enzimas de replica^ao do DNA da celula hospedeira, isso procedia independentemente da replica- 
9 ao do DNA cromossomal das cdulas infectadas. Essa replica^ao nao-cromossomal que ocorria 
durante os ciclos liticos de SV40 e poliomavirus nao esclareceram como esses genomas virais eram 
perpetuados em popula^oes de celulas transformadas por virus. Estas ultimas eram, enfim, nao- 
permissivas e, portanto, inviabilizavam tais virus de replicarem seu DNA. 


Figura 3.15 Integragao do DNA de SV40 
Moleculas de DNA de celulas 
transformadas por SV40 foram Isoladas e 
sedimentadas por centrlfugagao a partir de 
uma solugao alcalina estabilizada por um 
gradiente de sucrose (utilizado para 
prevenir a mistura de diferentes extratos 
fluidos no tubo de centrlfugagao). Nessas 
condigoes, o grande peso molecular do 
DNA celular {azul) sedimentou a uma 
distancia substancial para baixo no 
gradiente de sucrose (lado esquerdo do 
grafico). Em contraposigao, o DNA de SV40 
isolado de particulas virais (verde) 
sedimentou mais lentamente um indicative 
de seu peso molecular menor. As formas I e 
II de DNA viral referem-se aos DNAs de 
SV40 nas formas circular fechado e circular 
relaxado, respeefivamente (Figura 3.11). A 
utilizagao de hibridizagao de acidos 
nucleicos revelou que sequencias de DNA 
de SV40 em celulas transformadas pelo 
virus SV40 co-sedimentavam com o DNA 
cromossomal de alto peso molecular das 
celulas transformadas pelo virus {vermelho). 
(Adapfada de J. Sambrook ef al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 60: 1288-1295, 1968.) 


Uma solugao para esse “quebra-cabega” surgiu em 1968, quando foi descoberto que o DNA viral 
em celulas transformadas por SV40 estava intimamente associado ao seu DNA cromossomal. 
Utilizando-se tecnicas de centrlfugagao para medir os pesos moleculares de moleculas de DNA, 
tornou-se claro que o DNA de SV40 em tais celulas nao sedimentava da mesma forma que um 
pequeno (-5 kb) genoma de DNA viral. Em vez disso, as sequencias de DNA de SV40 em celulas 
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transformadas por virus co-sedimentavam com o DNA cromossomal de alto peso molecular 
(> 50 kb) das celulas hospedeiras (Figura 3.15). Na verdade, o DNA viral nas celulas transforma¬ 
das nao podia ser separado do DNA cromossomal celular mesmo pelos metodos mais estringentes 
de dissociagao, incluindo o agressivo tratamento de exposigao a pH alcalino. 

Tais resultados indicavam que o DNA de SV40 em cdulas transformadas por virus havia se 
tornado covalentemente ligado ao DNA cromossomal. Tal integra^ao do genoma viral solucio- 
nou um importante problema envolvendo transformagao viral: a transmissao de seqtiendas de 
DNA viral de uma cdula-mae para sua prole poderia ser garantida, uma vez que o DNA viral seria 
replicado juntamente com o DNA cromossomico de celula durante a fase S (slntese de DNA) de 
cada ciclo celular. Em fiin^ao disso, ao integrar-se no cromossomo, as seqiiencias de DNA viral 
tornaram-se parte do genoma celular da mesma forma que os genes nativos da propria celula. 

Alguns anos depois, essa habilidade dos genomas de papovavlrus em integrarem-se nos geno- 
mas de cdulas hospedeiras tornou-se muito relevante para a patogenese de uma forma co¬ 
mum de cancer humano — carcinoma cervical. A quase totalidade (> 99,7%) desses tumores 
parecia portar fragmentos de genomas de papilomavlrus humano (HPV) integrados em seu 
DNA cromossomico. De forma excitante, genomas virais intactos eram raramente evidencia- 
dos na forma integrada em genomas de celulas cancerlgenas. Em vez disso, foi encontrada 
apenas a porgao do genoma viral que contem informagoes oncogenicas (causadoras de can¬ 
cer) no DNA cromossomal dessas celulas cancerlgenas, enquanto a por^ao que permite que 
tais virus se repliquem e construam uma progenie de partlculas virais estava quase sempre 
ausente, ou presente apenas na forma fragmentada. 


3.7 Genomas retrovirais tornam-se integrados aos cromossomos 
de cdulas infectadas 


A habilidade de SV40 e poliomavlrus em integrar copias de seus genomas no DNA cromos¬ 
somico de celulas hospedeiras solucionou um problema, mas criou outro que parecia muito 
menos solucionavel: como RSV conseguia transmitir seu genoma atraves de muitas geragoes 
dentro de uma linhagem celular? O genoma de RSV e feito de RNA de fita simples (Figura 
3.16), que, evidentemente, nao poderia ser integrado diretamente no DNA cromossomal de 
uma celula infectada. Ainda assim, RSV conseguiu transferir sua informagao genetica a partir 
de uma serie sucessiva de ciclos de crescimento celular e divisao (Barra lateral 3.4). 



Figura 3.16 Estrutura do genoma de virus 
tumorais de RNA Virus como RSV portam 
genomas de RNA de fita simples (ssRNA). 
De modo unico, os genomas dessa classe 
de virus foram descobertos como sendo 
diploides, ou seja, portavam duas copias 
identicas da sequencia genetica viral. A 
organizagao de tais genomas foi revelada 
por, entre outras tecnicas, microscopia 
eletronica. (A) Esta micrografia eletronica 
apresenta o genoma de um parente 
distante de RSV denominado “virus 
endogeno de babuino”. (B) Como esta 
indicado no esquema, moleculas de dsDNA 
circular de SV40 {vermelho, acima, abaixo), 
para as quais caudas de oligodeoxitimidina 
(oligo dT) foram enzimaticamente 
fusionadas, tern sido usadas para marcar 
visualmente a extremidade 3’ das duas 
moleculas de RNA virais de fita simples 
iazu!). As moleculas de RNA viral (assim 
como as moleculas de mRNA celular) 
contem poliadenilato nas suas 
extremidades 3’ e, portanto, anelam-se as 
caudas de oligo dT aderidas as moleculas 
circulares de SV40. Como tambem indicado 
na figura, os dois ssRNAs estao associados 
nas suas extremidades 5’. (Adaptada de W. 
Bender e N. Davidson, Cell 7: 595-607, 1976.) 
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Barra lateral 3.4 A reinfec 9 ao nao po- 
deria explicar a transmissao estavel de 
genomas de RSV A transmissao de ge- 
nomas de RSV aos descendentes de ce- 
lulas inicialmente infectadas poderia ser 
explicada, em princi'pio, por um meca- 
nismo em que as celulas infectadas por 
virus liberariam continuamente partlcu- 
las virais que subseqiientemente infec- 
tariam celulas-filhas. Tais ciclos repeti- 
dos de reinfec^ao podem assegurar que 
um genoma de RSV possa ser perpetua- 
do indefinidamente em uma popula^ao 
de celulas sem necessidade de integra- 
9 ao cromossomal de informa 9 ao geneti- 
ca viral, como e o caso do virus SV40 
(Se 9 ao 3.6). Na realidade, a estavel trans- 
forma 9 ao de popula 96 es celulares por 
RSV foi tambem observada utilizando- 
se cepas de RSV que poderiam infectar 
e transformar uma celula, mas eram in- 
capazes de replicar naquela celula. Alem 
disso, certas popula 96 es celulares pode¬ 
riam ser transformadas por uma infec- 
9 ao inicial por RSV, mas resistiam a sub- 
seqiientes ciclos de reinfec 9 ao. Juntas, 
tais observa 96 es indicavam a reinfec 9 ao 
como sendo o meio pelo qual RSV per- 
petuava-se em linhagens celulares ao Ion- 
go de miiltiplas gera 96 es celulares. 


Esse enigma intrigou Temin em meados e no final dos anos 1960, fazendo com que ele 
propusesse uma solu^ao nao tao ortodoxa, a qual foi ridicularizada por muitos, levando-o a 
consideravel descredito cienti'fico. Temin argumentou que, apos partlculas de RSV (e aquelas 
de virus relacionados) infectarem uma celula, ela produziria copias de DNA dupla fita de 
seus genomas de RNA. Eram essas versoes de dsDNA do genoma viral, dizia ele, que se 
estabeleciam no DNA cromossomico da celula hospedeira. Uma vez estabelecida, a versao de 
DNA do genoma viral — que ele chamou de pro-virus — entao assumia a configura^ao mole¬ 
cular de um gene celular e seria replicada cada vez que a celula replicasse seu DNA cromosso¬ 
mico. Alem disso, o DNA pro-viral, uma vez estabelecido no genoma, poderia servir como 
um molde para transcri 9 ao pela RNA polimerase celular, produzindo, assim, moleculas de 
RNA que poderiam ser incorporadas na progenie de particulas virais ou, alternativamente, 
poderiam funcionar como RNA mensageiros (mRNA) que eram usados na sintese de protei- 
nas virais (Figura 3.17). 

O processo de transcri^ao reversa que Temin propos — fazer copias de DNA a partir de RNA 
- foi pioneiro na biologia molecular daquela epoca, que reconhecia o fluxo de informa 9 ao 
apenas em uma unica dire^ao, ou seja, DNA RNA —^ proteinas. Mas a ideia prevaleceu, 
recebendo importantes suportes a partir das descobertas simultaneas de Temin e David Bal¬ 
timore, em 1970, de que RSV e particulas virais relacionadas portavam a enzima transcripta¬ 
se reversa. Como ambos os grupos de pesquisa descobriram, essa enzima tern a capacidade de 
executar um passo-chave de copia que Temin havia previsto — o passo necessario para RSV 
transmitir seu genoma por muitos ciclos de crescimento celular e divisao. 

Logo tornou-se aparente que RSV era apenas um de um grande grupo de virus de cons- 
tru^ao similar, que juntos vieram a ser chamados de retrovirus para refletir o fato de que 
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Figura 3.17 0 clclo de vIda de um virus tumoral de RNA semelhante a 
RSV 0 clclo de repllcagao retroviral foi Inicialmente proposto por Temin; 
posteriormente, os detalhes moleculares foram sendo revelados, como 
esta descrito no esquema exposto na figura. Um virion infectante 
Introduz seu genoma ssRNA {azul) no citoplasma de uma celula junto 
com a enzima transcriptase reversa (RT vermelho). A RT faz uma copia 
DNA dupla fita (ds) (marrom) do RNA viral utilizando o RNA viral como 
molde. 0 DNA reversamente transcrito entao se move para o nucleo. 


onde se torna integrado ao DNA do cromossomo celular (laranja). 0 
pro-virus integrado resultante e transcrito em moleculas de ssRNA 
(azuP) pela RNA polimerase II (pol II) da celula hospedeira. A progenie 
de moleculas de RNA e exportada ao citoplasma, onde podem servir 
como mRNAs para fazer proteinas virais ou sao empacotadas como 
particulas virais progenitoras que evadem a celula e iniciam um novo 
clclo de infecgao. (De B. Albert set al. Essential Cell Biology, 2nd ed. 
New York: Garland Science, 2004.) 
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seus ciclos de replica^ao dependem do fluxo de informa^ao ocorrer no “sentido contra- 
rio”, de RNA para DNA. Passado um ano do descobrimento da transcriptase reversa, a 
presen^a do DNA pro-viral foi detectada no DNA cromossomal de celulas infectadas 
por RSV. Assim, da mesma forma que SV40 e poliomavirus, os retrovirus recorrem a 
integra^ao de seus genomas no cromossomo para assegurarem a estavel reten^ao e trans- 
missao de seus genomas. 

Existe, entretanto, uma importante distin^ao entre os mecanismos de integra^ao usados 
por retrovirus, como RSV, e os virus tumorais de DNA, como SV40 e poliomavirus. A 
integra 9 ao e uma parte normal e essencial do ciclo de replica 9 ao de retrovirus. Mas, no 
caso de virus tumorais de DNA, a integra^ao cromossomal de seus genomas representa 
um evento consideravelmente raro (<< 1 por 1.000 infec^oes) que viabiliza a perpetua- 
9 ao de genomas virais nos descendentes de uma celula inicialmente infectada; os poucos 
genomas de SV40 que conseguem se estabelecer no DNA cromossomal sao encontrados 
integrados em uma forma aleatoria que geralmente inclui apenas fragmentos do genoma 
do tipo selvagem (Figura 3.18). 


3.8 Uma versao do gene src de RSV tambem esta presente em 
celulas nao-infectadas 

Uma vez que os genomas de retrovirus, como os de papovavirus, eram um tanto quanto 
pequenos (< 10 kb), pareceu possivel que a capacidade codificante dos genomas retrovirais 
estivesse limitada a um pequeno numero de genes, possivelmente muito menos de 10. Usan- 
do esse pequeno repertorio de genes, os retrovirus, no entanto, tiveram sucesso em espedficar 
algumas proteinas virais necessarias para replica^ao do genoma viral, outras necessarias para 
constru^ao e agrupamento da progenie de particulas virais e outras proteinas utilizadas para 
transformar celulas infectadas. 

No caso de RSV, a utiliza^ao de virus mutantes revelou que as fun^oes da replica^ao viral 
(incluindo transcri^ao reversa e constru^ao da progenie de virions) requeriam um conjunto 
de genes, enquanto a fun^ao de transforma^ao viral requeria um outro. Portanto, algumas 
versoes mutantes de RSV poderiam replicar perfeitamente bem em celulas infectadas, produ- 
zindo uma ampla progenie de particulas virais, ainda que tais mutantes carecessem da fun^ao 
transformante. Em contraposifao, outras derivafoes mutantes de RSV poderiam transformar 
celulas, mas baviam perdido a babilidade de replica^ao e produ^ao de progenie de virions 
nessas celulas transformantes. 

Pelo menos tres genes retrovirais estavam envolvidos na replica^ao viral. Dois destes 
codificam proteinas estruturais que sao necessarias para a montagem das particulas vi¬ 
rais; uma terceira especifica a enzima transcriptase reversa (RT), que copia RNA viral em 
DNA logo apos particulas retrovirais entrarem nas celulas bospedeiras. Uma compara- 
9 ao do RNA genomico de RSV com os genomas de retrovirus relacionados que carecem 
da babilidade transformante sugeriu que provavelmente havia pouca informa 9 ao no ge¬ 
noma de RSV que se destinava a codifica^ao da fun 9 ao viral remanescente - a transfor- 
ma^ao. Conseqiientemente, geneticistas que trabalhavam com RSV especularam que todas 
as funfoes transformantes virais residiam em um unico gene, o qual chamaram de src 
(pronunciado “sark”), para indicar sua fun 9 ao no desencadeamento da forma^ao de sar¬ 
comas em galinhas infectadas (Figura 3.19). 

Em 1974, o trabalho conjunto de J. Michael Bishop e Harold Varmus na Universidade da Cali¬ 
fornia, Sao Francisco, visou produzir uma sonda de DNA que reconhecesse especificamente se- 
qtiencias associadas a transforma^ao (i. e., src) do genoma de RSV para compreender melhor suas 
origens e fun^oes (veja a Barra lateral 3.5). Essa sonda especifica para src foi entao utilizada para 
acompanhar o destine do gene src apos as celulas serem infectadas com RSV. A questao aqui era 
que celulas nao-infectadas de galinha nao portariam seqiiencias de DNA relacionadas a scr em 
seus genomas. Entretanto, apos a infec^ao por RSV, as seqiiencias de src se tornariam imediata- 
mente detectaveis em celulas, tendo sido introduzidas pelo genoma viral infectante. 
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Figura 3.18 A configuragao dos genomas 
de SV40 integrados A utilizagao de 
mapeamento por clivagem de sitios para 
enzima de restrigao revelou as 
configuragoes dos genomas integrados de 
SV40 no DNA cromossomal de celulas 
transformadas por virus. Em algumas 
celulas, apenas uma porgao do genoma 
viral estava presente; ja em outras, havia 
multiplos arranjos cabega ate cauda 
presentes em tandem. Esses eventos de 
integragao envolviam a linearizagao do 
DNA circular de SV40 e algum tipo de 
recombinagao aleatbria nao-homdioga 
(“ilegitima”) entre o DNA viral e o DNA 
cromossomal, sem sitios especificos em 
qualquer DNA estando envolvidos nos 
eventos de recombinagao. A unica 
caracterlstica em comum compartilhada 
entre os genomas integrados era a 
presenga da “regiao anterior” do genoma 
de SV40, que codifica as proteinas 
transformadoras virais, mais 
especificamente os antigenos “large T” e 
"small T”. Apresentados aqui estao quatro 
exemplos de como o DNA de SV40 se torna 
integrado ao DNA cromossomal de celulas. 
(Adaptada de M. Botchan, W. Topp, and J. 
Sambrook, Cell 9: 269-287, 1976.) 
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Figura 3.19 Estrutura do genoma do virus 
do sarcoma de Rous 0 genoma de RNA de 
RSV esta intimamente relacionado com 
aquele de urn agente infeccioso 
relativamente comum de galinhas, o virus 
da leucose aviaria (ALV). Note que o 
genoma de ALV codifica as proteinas gag 
que, junto com o RNA viral, formam o 
centro nucleoproteico dessas particulas 
(veja a Figura 3.4); o gene po/, que codifica 
a transcriptase reverse; e o gene env, que 
especifica os espinhos glicoproteicos do 
virion. 0 genoma de RSV ainda carrega urn 
gene (src, marram) que especifica a 
proteina Src, que causa transformagao 
celular. Aqui nao esta indicada a estrutura 
especializada cap na extremidade 5’ 
dessas moleculas de RNA. 
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O desfecho desse experimento foi, entretanto, totalmente diferente do esperado. Em 1975, o 
grupo de pesquisa, utilizando sua sonda especifica para src, descobriu que seqiiencias src 
estavam claramente presentes entre seqiiencias de DNA de celulas nao-infectadas de galinha. 
As seqiiencias src estavam presentes como genes copia-iinica celulares; ou seja, duas copias 
das seqiiencias de DNA relacionadas a src estavam presentes por genoma de celula diploide 
de galinha — precisamente a representagao da grande maioria de genes no genoma celular. 

A presenga de seqiiencias src no genoma de celulas de galinha nao podia ser considerada um 
simples artificio do procedimento de hibridizagao usado para detecta-las. Alem disso, apos a 
cuidadosa caracterizagao dessas seqiiencias src, tornou-se menos provavel que elas tenham 
sido inseridas no genoma de galinha por algum retrovirus. Por exemplo, seqiiencias de DNA 
relacionadas a src eram facilmente detectadas nos genomas de varias especies de aves relacio¬ 
nadas e, mais distantemente na arvore evolucionaria, nos DNAs de varios mamiferos (Figura 
3.21). Quanto maior a relagao de distancia evolucionaria de uma especie as galinhas, mais 
fraca era a reatividade da sonda src com seu DNA. Isso foi precisamente o comportamento 
esperado de um gene celular que havia estado presente no genoma de uma especie ancestral 
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Barra lateral 3.5 A produgao de uma sonda de DNA especifica para src Com a intengao de produ- 
zir uma sonda de DNA especifica para src, um pesquisador que trabalhava no laboratorio de Bishop 
e Varmus explorou dois tipos de cepas do virus RSV: um genoma de RSV do tipo selvagem que 
carregava todas as sequencias necessarias para replicagao e transformagao viral e um genoma de RSV 
mutante que conseguia se replicar, mas perdera as sequencias de src necessarias para transformagao, 
devido a uma grande delegao de sequencias genicas (Figura 3.20). Utilizando-se da transcriptase 
reversa, ele produziu uma copia de DNA das sequencias do tipo selvagem, produzindo moleculas de 
DNA de fita simples (ssDNA) complementares ao RNA viral. Ele entao fragmentou esse DNA e 
hibridizou-o ao RNA genomico do RSV mutante deletado que carecia de sequencias src, criando 
moleculas hibridas DNA-RNA. Ele entao recuperou as moleculas ssDNA que falharam em format 
hibridos DNA-RNA (descartando aquelas que de fato formaram hibridos). O resultado foram frag- 
mentos de ssDNA que reconheciam especificamente sequencias contidas na porgao deletada do 
genoma RSV mutante, ou seja, aquelas localizadas no gene src. 

Uma vez que a transcrigao reversa inicial do RNA de RSV tipo selvagem foi conduzida na 
presenga de deoxirribonucelosideos trifosfatados marcados radioativamente, os fragmentos de DNA 
especificos para src (que constituiam a “sonda” src) tambem foram marcados com radioisotopo. Isso 
possibilitou esclarecer se DNAs de interesse (como DNAs preparados de celulas infectadas ou nao- 
infectadas por virus) tambem portavam sequencias src, determinando-se se de fato a sonda src (com 
sua radioatividade associada) era capaz de hibridizar esses DNAs celulares. 


Figura 3.20 A construgao de uma sonda de DNA especifica para src RNA (azul) 
de RSV do tipo selvagem (wt) foi reversamente transcrifo sob condigoes em 
que apenas uma molecula de DNA complementar de fifa simples (ss) (um 
cDNA; vermelho) foi sintetizada. 0 DNA viral wt de fita simples foi entao anelado 
(hibridizado) ao RNA viral [verde) do mutante de RSV defective na 
transformagao (td), que perdera sua fungao transformante e, aparentemente, 
deletou seu gene src. Os hibridos dsRNA/DNA resultantes foram descartados, 
deixando para tras o fragmento ssDNA do wtDNA que falhou em hibridizar ao 
RNA do mutante td. Este fragmento de DNA sobrevivente, se radiomarcado, 
poderia entao ser utilizado como sonda especifica para src para detectar 
sequencias relacionadas a src em varios DNAs celulares (laranja). 
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comum e havia adquirido seqiiencias de DNA cada vez mais divergentes, ao passo que espe- 
cies descendentes evolufram de maneira progressiva, afastando-se umas das outras ao longo 
do curso de milhoes de anos. 

A evidencia convergiu na ideia de que as seqiiencias src presentes no genoma de uma celula de 
galinha nao-infectada possufam todas as propriedades de um gene celular normal, estando 
presente em copia-unica por genoma haploide, evoluindo lentamente por dezenas de mi¬ 
lhoes de anos e estando presente em especies vertebradas que eram ancestrais tanto de aves 
quanto de mami'feros. Essa nogao criou uma revolugao na forma de pensar sobre as origens 
do cancer. 


3.9 RSV utiliza um gene celular raptado para transformar celulas 

A presenga de um gene src altamente conservado no genoma de um organismo normal impli- 
ca que essa versao celular de src, algumas vezes denominada de c-src (i. e., src celular), desem- 
penha um papel na vida de tal organismo (a galinha) e suas celulas. Como poderia essa 
fungao estar relacionada com a presenga de um gene src transformante carregado no genoma 
de RSV? O gene transformante viral [y-src) era consideravelmente similar ao gene c-src da 
galinha, ainda que os dois tivessem efeitos e fungoes aparentes muito distintos. Quando 
estabelecido no genoma celular, as agoes de c-src eram aparentemente compati'veis com o 
comportamento celular normal e desenvolvimento normal do organismo. Em contraposi- 
gao, o gene Y-src extremamente similar oriundo do genoma de RSV atuou como um potente 
oncogene - um gene capaz de transformar uma celula normal de galinha em uma celula 
tumoral. 

Uma solugao para esse “quebra-cabega” surgiu ao considerar-se a possibilidade de que talvez 
o gene src de RSV nao estivesse naturalmente presente no genoma do retrovirus ancestral a 
RSV. Esse ancestral viral hipotetico, enquanto carecendo de seqiiencias src, era perfeitamente 
capaz de replicagao em celulas de galinha. Na verdade, tal retrovirus rrc-negativo — virus da 
leucose aviaria (ALV) - era comum em galinhas e era capaz de dispersar-se infecciosamente 
de uma galinha para outra (veja a Barra lateral 3.6). Isso sugeriu que, durante o curso de 
infecgao de uma celula de galinha, um virus ancestral, similar a esse virus comum de galinha, 
havia adquirido seqiiencias do genoma da celula hospedeira (Figura 3.22), a partir de algum 
tipo de truque genetico. As seqiiencias celulares adquiridas (p. ex., seqiiencias src) foram 
entao incorporadas ao genoma viral, adicionando, assim, um quarto gene aos tres existentes 
que esse retrovirus (assim como retrovirus similares) utilizava para sua replicagao em celulas 
infectadas (veja a Figura 3.19). Uma vez presente no genoma de RSV, o gene src raptado 
poderia entao ser alterado e utilizado pelo RSV virus para transformar celulas subseqiiente- 
mente infectadas. 


Figura 3.21 Arvore evolutiva do gene src A 
sonda de cDNA especifica para src (veja a 
Figura 3.20) foi anelada com os DMAs de 
uma variedade de especies aviarias - cujo 
parentesco a gaiinha esta indicado nesta 
arvore evolutiva - assim como com a celula 
de rato que havia sido recentemente 
infectada e transformada pelo RSV. A 
epoca, no distante passado evolutive, em 
que 0 ultimo ancestral comum 
compartilhado por varies pares de especies 
viveu esta indicada pela abscissa abaixo. A 
melhor hibridizagao entre a sonda src de 
RSV foi com 0 DNA de uma celula de rato 
transformada por RSV carregando um pro- 
virus RSV (utilizado como um controle 
positive), como esta indicado pela 
porcentagem de radioatividade da sonda 
que anelou com esse DNA celular e pela 
temperatura de fusao (TJ do hibrido 
resultante. (Uma alta temperatura de fusao 
indica um alto nivel de complementaridade 
de sequencia entre duas fitas de um 
hibrido; uma baixa temperatura de fusao 
indica muito pouca complementaridade de 
sequencia entre as duas sequencias de 
DNA aneladas.) 0 DNA de galinha anelado 
com a sonda src, em menor grau, e os 
hibridos resultantes foram desnaturados a 
uma temperatura levemente menor, 
indicando que a sequencia do gene src de 
RSV diferencia-se levemente do gene 
relacionado no genoma de galinha. Os 
proto-oncogenes src de especies que 
foram posteriormente afastadas 
evolutivamente das galinhas apresentaram 
um menor grau de hibridizagao, e os 
hibridos formados anelaram a temperaturas 
mais baixas. Trabalhos subsequentes, nao 
apresentados aqui, revelaram a presenga 
de sequencias src no DNA de organismos 
pertencentes a outro filo dos metazoarios, 
como artrbpodes {Drosophila melanogaster, 
por exempio) e ate mesmo uma esponja. 
(Cortesia de FI.E. Varmus.) 
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Barra lateral 3.6 Virus semelhantes a RSV tem vidas muito curtas Evidencias circunstanciais 
indicam que a infec 9 ao de uma celula de galinha por um virus semelhante ao virus da leucose 
aviaria (ALV) resultaram na introdu^ao de uma copia de gene c-src de galinha no genoma de ALV, 
criando o virus hibrido que chamamos de RSV. Esse evento de recombina^ao parece ter ocorrido 
apenas uma vez no seculo XX; ou seja, todos os retrovirus de galinha que contem src parecem 
descender do RSV que surgiu em uma ocasiao em uma gaiola de galinhas por volta de 1909. O 
descobrimento de RSV dependeu de uma circunstancia fortuita: Peyton Rous so foi capaz de 
estudar o virus porque um criador de galinhas de Long Island, Nova lorque, Ihe trouxe uma 
galinha premiada que tinha um tumor com a esperan^a de que Rous pudesse ser capaz de curar a 
ave de seu cancer. 

A presen 9 a do gene src adquirido no genoma viral nao confere vantagens obvias de cres- 
cimento nesse virus, e RSV nao e naturalmente disseminado de animal para animal. Alem 
disso, retrovirus similarmente configurados posteriormente descritos, que tambem portam 
tanto a seqiiencia viral quanto celular em sens genomas, disseminam-se pobremente de um 
animal hospedeiro para outro, geralmente porque eles tem genes essenciais de replica^ao 
viral deletados de sens genomas para acomodar oncogenes adquiridos de origem celular. Por 
essas razoes, parece claro que retrovirus hibridos como RSV surgem a partir de eventos gene- 
ticos raros de recombina^ao entre animals infectados, criam tumores nesses animals e desa- 
parecem quando eles mortem, exceto quando um atento criador de galinhas acaba por desco- 
brir os tumores e repassa-os a um virologista interessado. Este ultimo pode ou nao conseguir 
isolar um retrovirus transformante a partir do tumor. 


Esse esquema atribuiu consideravel inteligencia aos retrovirus por implicar que eles teriam a 
habilidade de apanhar e utilizar genes celulares preexistentes para seus proprios propositos. 
Tal comportamento nao e usual para um virus, ja que virtualmente todos os outros tipos de 
virus portam genes que tem uma pequena, se alguma, rela^ao com as seqiiencias de DNA 
nativas as celulas que eles infectam (veja a Barra lateral 3.7). 

Mas havia uma li^ao ainda mais importante a ser aprendida aqui, envolvendo o gene c-src. 
Esse gene celular, um entre dezenas de milhares no genoma celular de galinha, poderia ser 
convertido em um potente oncogene viral a partir de um leve remodelamento por um retro¬ 
virus tal como RSV. Uma vez que ele era um precursor a um oncogene viral, c-src foi chama- 
do de proto-oncogene. O conceito de proto-oncogene foi revolucionario: ele implicava que 
genomas de celulas de vertebrados normals portavam um gene que tem o potencial, sob 
certas circunstancias, de induzir transforma 9 ao celular e entao cancer. 


As estruturas do proto-oncogene c-src e do oncogene v-src foram intensivamente estudadas 
nos anos seguintes a essas descobertas em 1975 e 1976. Como os geneticistas virais haviam 


Figura 3.22 Captura de src pelo virus da 
leuGoce aviaria 0 mecanismo precise peio 
quai um virus da ieucose aviaria (ALV) 
captura um gene c-src nao e conhecido. 
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suspeitado, todas as seqiiencias transformantes virais residiam em um unico oncogene viral. 
No RNA genomico de RSV, o gene c-src foi encontrado na extremidade 3’ do genoma, 
juntamente com os tres genes retrovirais preexistentes que estavam envolvidos na replica^ao 
viral (veja a Figura 3.19). 

Esse cenario de aquisi^ao e ativa^ao de c-src por um retrovirus levantou tres outras ideias. 
Primeiro, se retrovirus pudessem ativar o proto-oncogene em um potente oncogene, 
talvez outros tipos de mecanismos mutacionais pudessem operar para produzir um des- 
fecho similar a partir da sua habilidade em remodelar o gene c-src normal. Talvez esses 
outros mecanismos mutacionais tenham causado a ativa^ao de um proto-oncogene celu- 
lar em um oncogene sem remover o gene normal de seu sitio normal no cromossomo 
celular. Talvez a informa^ao para induzir cancer ja estivesse presente no genoma celular 
normal, esperando para ser desmascarada. 

Segundo, tornou-se claro que todos os poderes transformantes de RSV derivaram da 
presen^a de um unico gene - v-src — em seu genoma. Isso foi de grande importancia, ja 
que implicava que um linico oncogene poderia, como se suspeitava, produzir um grande 
mimero de mudan^as no formato, no metabolismo e no crescimento de uma celula. 
Mais amplamente, isso sugeriu que outros genes causadores de cancer tambem poderiam 
atuar pleiotropicamente. Como conseqiiencia, se uma celula transformada, tumorogeni- 
ca, diferisse de uma cdula normal em 20 ou 30 tra^os distintos, talvez essas multiplas 
mudan^as nao fossem dependentes da altera^ao de 20 ou 30 genes diferentes; em vez 
disso, talvez um pequeno mimero de genes fosse suficiente para transformar uma celula 
normal em tumorogenica. 

Terceiro, RSV e seu oncogene v-src podem representar um modelo para o comportamen- 
to de outros tipos de retrovirus que eram similarmente capazes de transformar cdulas 
infectadas in vitro (na placa de cultural e induzir tumores in vivo (em tecidos vivos). 
Talvez esses outros retrovirus transformantes tivessem adquirido outros genes celulares 
nao-relacionados a src. Enquanto c-src foi certamente o primeiro proto-oncogene celular 
a ser descoberto, talvez outros proto-oncogenes celulares estivessem escondidos no ge- 


Barra lateral 3.7 Qual a origem dos virus e de seus genes? O descobrimento das origens celulares 
do gene src de RSV no laboratorio de Varmus e Bishop provocou o questionamento de onde a 
maioria dos genes virais provem e como se originavam os virus. A replica^ao do genoma viral - 
em ambos os ciclos de replica^ao de DNA e RNA viral - e executada com muito menos fidelidade 
do que a replica^ao do DNA celular. Como conseqiiencia, seqiiencias genomicas virais evoluem 
muito mais rapidamente do que seqiiencias genomicas de celulas de metazoarios. Assim, quais- 
quer tra 90 s de seqiiencias precursoras de genes que possam ter estado presentes em outros virus 
ou em cdulas foram apagados por essa rapida evolu^ao ha centenas de milhoes de anos. 

E provavel que nunca saibamos onde e como a maioria dos genomas virais foi originada. 
Presumivelmente, os virus tern estado presentes desde o aparecimento das celulas que eles 
parasitam. Alguns tipos de virus podem ter surgido como genes celulares renegados que 
foram separados dos genomas celulares e tiveram de seguir por conta propria. Virus de RNA 
podem, talvez, representar vestigios de formas primarias de vida celular que utilizavam mo- 
leculas de RNA como genomas e, no caso de retrovirus, de um estagio mais avan^ado de 
evolu^ao celular quando uma enzima celular do tipo transcriptase reversa permitiu a transi- 
9 ao de genomas de RNA para DNA. 

Independentemente da sua origem, a maioria dos genes virais nao tern uma rela^ao obvia 
com os genes de seus hospedeiros. Isso destaca a singularidade do achado de Varmus e Bishop 
de que retrovirus pode aparentemente adquirir e transduzir (carregar em seus genomas) ge¬ 
nes celulares, de forma promiscua. Essa flexibilidade de seus genomas sugeriu uma nova 
aplica 9 ao de retrovirus, que come^ou a aflorar na metade dos anos 1980: uma variedade de 
genes interessantes foi introduzida em genomas virais por meio de tecnicas de DNA recom- 
binante. Os genomas virais resultantes foram entao usados como vetores para transduzir tais 
genes em culturas celulares in vitro e em tecidos vivos in vivo (esta ultima aplica^ao geral- 
mente sendo referida como “terapia genica”). 
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noma celular de vertebrados, esperando para serem apanhados e ativados por algum 
retrovirus de passagem. 


3.10 O genoma de vertebrados carrega um grande 
grupo de proto-oncogenes 


Um acidente da historia - um encontro em 1909 entre um criador de galinhas de Long 
Island e Peyton Rous - possibilitou que o RSV fosse o primeiro retrovirus tumorogenico 
a ser isolado e caracterizado detalhadamente. Como conseqiiencia, o RSV foi inicial- 
mente favorecido com as mais detalhadas analises moleculares e geneticas. Entretanto, 
nas decadas de 1950 e 1960, um outro grupo de virus tumorais de galinhas e roedores foi 
descoberto e subseqiientemente reconhecido como sendo membro, como o RSV, da classe 
dos retrovirus. 

A diversidade desses outros retrovirus transformantes e as doen^as que eles causavam 
sugeriu que eles, assim como o RSV, poderiam estar portando proto-oncogenes celulares 
seqiiestrados e usando-os para transformar celulas infectadas. Assim, apos um ano do 
descobrimento de v-src e c-src, come^aram a ser revelados alguns outros virus, que ha- 
viam passado por um caminho genetico similar e apanhado outros proto-oncogenes po- 
tencialmente interessantes. 

Um outro retrovirus de galinha - o virus da mielocitomatose MC29 —, que e conhecido 
por ser capaz de induzir a forma^ao de tumores malignos em medula ossea de galinhas, 
foi um dessa classe. O MC29 revelou portar um gene celular adquirido em seu genoma 
denominado oncogene v-myc que utilizava para induzir tumores de rapido crescimento 
em galinhas infectadas. Como foi o caso de v-src, a origem do gene y-myc pode ser rela- 
cionada a um proto-oncogene correspondente residente do genoma de galinhas normais. 
Da mesma forma que src, myc passou por um certo remodelamento apos ter sido incor- 
porado ao genoma retroviral. Esse remodelamento conferiu potentes poderes oncogeni- 
cos a um gene que, previamente, tinha um papel benigno e possivelmente essencial na 
vida de celulas normais de galinha. 

Outro descobrimento interessante foi que 1V1C29, assim como RSV, descendeu do virus da 
leucose aviaria (ALV). Isso refor^ou a no^ao de que retrovirus como ALV eram peritos em 
adquirir peda^os aleatorios de um genoma celular. Os poderes biologicos dos virus hibridos 
resultantes dependeriam, presumivelmente, de em que genes celulares particulares teriam 
sido apanhados. No caso da grande maioria dos genes celulares adquiridos, virus hibridos 
portando tais genes nao apresentariam fenotipos obvios como potencial de indu^ao tumoral. 
Apenas quando um gene celular promotor de crescimento, ou seja, um proto-oncogene, 
fosse adquirido e que o virus hibrido exibiria um fenotipo indutor de cancer que poderia 
levar ao seu descobrimento e isolamento por um virologista. 

Descobriu-se que mamiferos tambem abrigam retrovirus que estao distantemente rela- 
cionados ao ALV e, como ALV, sao capazes de adquirir proto-oncogenes celulares e con- 
verte-los em potentes oncogenes. Um deles e o virus de leucemia felina, que adquiriu o 
oncogene em seu genoma, gerando o virus do sarcoma felino e um virus de leucemia 
hibrido de rato-camundongo, que em ocasioes distintas adquiriu dois diferentes proto¬ 
oncogenes: os retrovirus transformantes resultantes, virus de sarcoma de Elavey e Kirs¬ 
ten, portam os oncogenes W-ras e K-rat, respectivamente, em sens genomas. Em uma 
decada, o repertorio de oncogenes associados a retrovirus tinha crescido para mais de 
duas duzias, sendo muitos deles denominados segundo os virus em que foram original- 
mente descobertos (Tabela 3.3). Atualmente, mais de trinta proto-oncogenes distintos 
de vertebrados foram descritos assim. 

Em cada caso, um proto-oncogene encontrado no DNA de uma especie de mamifero ou 
ave era imediatamente detectavel nos genomas de todos os outros vertebrados. Havia, 
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Tabela 3.3 Retrovirus muito transformantes e os oncogenes que eles adquiriram*^ 


Nome do virus 

Oncogene 

viral 

Especies 

Principal doenga 

Natureza da oncoproteina 

Sarcoma de Rous 

src 

galinha 

sarcoma 

TK nao-receptor 

Sarcoma Y73/Esh 

yes 

galinha 

sarcoma 

TK nao-receptor 

Sarcoma Fujinami 

fps'^ 

galinha 

sarcoma 

TK nao-receptor 

UR2 

ros 

galinha 

sarcoma 

RTK; ligante desconhecido 

Mielocitomatose 29 

myc 

galinha 

leucemia mieloide" 

fator de transcrigao 

Virus Mill Hill 2 

mil’' 

galinha 

leucemia mieloide 

ser/thr cinase 

Mieloblastose aviaria E26 

myb 

galinha 

leucemia mieloide 

fator de transcrigao 

Mieloblastose aviaria E26 

ets 

galinha 

leucemia mieloide 

fator de transcrigao 

Mieloblastose aviaria ES4 

erbA 

galinha 

eritroleucemia 

receptor de hormonio tireoide 

Mieloblastose aviaria ES4 

erbB 

galinha 

eritroleucemia 

EGE RTK 

Sarcoma murino 3611 

raf” 

camundongo 

sarcoma 

ser/thr cinase 

SKV770 

ski 

galinha 

endotelioma (?) 

fator de transcrigao 

Reticuloendoteliose 

re! 

peru 

linfoma de celula B imatura 

fator de transcrigao 

Leucemia murina de Abelson 

abl 

camundongo 

linfoma de pre-celula B 

TK nao-receptor 

Sarcoma murino de Moloney 

mos 

camundongo 

sarcoma, eritroleucemia 

ser/thr cinase 

Sarcoma murino de Harvey 

H-ras 

rato, camundongo 

sarcoma 

protelna G pequena 

Sarcoma murino de Kirsten 

K-ras 

camundongo 

sarcoma 

protelna G pequena 

Sarcoma murino de EBJ 

fos 

camundongo 

osteossarcoma 

fator de transcrigao 

Sarcoma felino de Snyder-Theilen 

fes' 

gato 

sarcoma 

TK nao-receptor 

Sarcoma felino de McDonough 

fms 

gato 

sarcoma 

CSF-1 RTK 

Sarcoma felino de Gardner-Rasheed 

fgr 

gato 

sarcoma 

TK nao-receptor 

Sarcoma felino de Hardy-Zuckerman 

kit 

gato 

sarcoma 

fator de ago RTK 

Sarcoma simio 

sis 

macaco woolly 

sarcoma 

PDGF 

AKT8 

akt 

camundongo 

linfoma 

ser/thr cinase 

Virus aviario SI 3 

sea 

galinha 

leucemia eritroblastica^ 

RTK; ligante desconhecido 

Leucemia mieloproliferativa 

mpl 

camundongo 

mieloproliferagao 

receptor TPO 

Lab V. 30 de aves domesticas regionais 

eyk 

galinha 

sarcoma 

RTK; ligante desconhecido 

Virus de sarcoma aviario CT10 

crk 

galinha 

sarcoma 

adaptador SH2/SH3 

Virus de sarcoma aviario 17 

jun 

galinha 

sarcoma 

fator de transcrigao 

Virus de sarcoma aviario 31 

qin 

galinha 

sarcoma 

fator de transcrigao'' 

Virus de sarcoma AS42 

mat 

galinha 

sarcoma 

fator de transcrigao 

Virus Cas NS-1 

cbl 

camundongo 

linfoma 

fator de ubiquitilagao dependente 
de SH2 


CSF = fator estimulador de colonia: EGF = fator de crescimento epidermal; G = ligapao ao GTP; PDGF = fator de crescimento derivado de plaquetas; RTK = receptor 
de tirosina cinase; ser/thr = serina/treonina; SFI = segmento de homologia sro; TK = tirosina cinase; TPO = trombopoietina. 


“Nem todos os virus que produziram estes oncogenes estao indicados aqui. 

^Ortoiogo do oncogene fes de mamiferos. 
r^Tambem causa carcinomas e endoteliomas. 

‘^Ortoiogo do oncogene raf de mamiferos. 

^Ortoiogo do onoogene mil aviario. 

'Ortoiogo do oncogene fps aviario. 

ajambem causa ieucemias granuiociticas e sarcomas. 

'’Funciona como urn repressor transcricionai. 

Adaptada, em parte, de S.J. Fiint, L.W. Enquist, R.M. Krug et ai., Principies of Viroiogy. Washington, DC: ASM Press, 2000. Tambem, em parte, de G.M. Cooper, 
Oncogenes. Boston: Jones and Bariett Pubiishers, 1995. 


por exemplo, versoes de c-myc em galinhas, camundongos e humanos, as quais pareciam 
funcionar exatamente da mesma forma em seus respectivos hospedeiros. O mesmo po- 
deria ser dito de todos os outros proto-oncogenes que foram descobertos. Logo ficou 
claro que esse grande repertorio de proto-oncogenes devia estar presente no genoma do 
vertebrado que foi o ancestral comum de todos os mamiferos e aves e, da mesma forma 
que a maioria dos outros no genoma de vertebrados, foi herdado por todas as especies 
descendentes modernas. 

Agora, apos um quarto de seculo, reconhecemos que os retrovirus transformantes forne- 
ceram para os pesquisadores em cancer uma janela conveniente pela qual pudessem ver o 
genoma celular e o seu bando de proto-oncogenes. Sem eles, a descoberta dos proto¬ 
oncogenes teria sido consideravelmente dificil. Ao “pescar” esses genes a partir do geno¬ 
ma celular e revelar seus poderes latentes, os virus lanqiaram a pesquisa do cancer para 
frente por decadas. 






82 / Capi'tulo 3 Virus Tumorais 


3.11 Retrovirus de transforma^ao lenta ativam 
proto-oncogenes ao inserir seus genomas 
de modo adjacente a estes genes celulares 

Como foi descrito anteriormente, cada um dos varios retrovirus tumorogenicos surgiu quan- 
do um retrovirus nao-transformante, como o virus da leucose aviaria (ALV) ou o virus da 
leucemia murina (MLV), adquiriram um proto-oncogene a partir do genoma de uma celula 
hospedeira infectada. Na verdade, os virus precursores “nao-transformantes” tambem pode- 
riam induzir cancer, mas apenas em uma escala de tempo muito mais extensa; geralmente 
passavam-se meses ate que eles conseguissem produzir cancer. Os retrovirus que carregam 
oncogenes, em contraposi^ao, em geral induzem tumores dentro de dias ou semanas apos 
terem sido injetados em animals hospedeiros. 

Quando os retrovirus de rapida transforma^ao eram usados para infectar celulas em cultura, 
estas geralmente respondiam por altera^oes morfologicas e de comportamento do crescimen- 
to que tipificam o comportamento de celulas cancerigenas (veja aTabela 3.2). Em contraste, 
quando os virus tumorogenicos lentos, como ALV e MLV, infectavam celulas, estas libera- 
vam uma progenie de particulas virais, mas sem apresentar qualquer mudan^a aparente no 
formato e no comportamento do crescimento. Essa falta de mudan^as nos fenotipos celulares 
foi consistente com o fato de que tais virus careciam de oncogenes em seus genomas. 

Esses fatos, quando agrupados, representavam um grande quebra-cabe^a. Como os virus 
como MLV ou ALV poderiam induzir uma malignidade se nao portavam oncogenes? Em 
1981, o quebra-cabe^a foi resolvido. 

A solu^ao surgiu do estudo das leucemias que ALV induzia em galinha, mais especificamente 
da analise detalhada dos DNAs genomicos das celulas leucemicas. Invariavelmente, essas 
celulas carregavam copias do pro-virus ALV integradas em seus genomas. Alguns pesquisado- 
res direcionaram esfor^os para mapear os sitios no DNA cromossomico em que o pro-virus 
ALV havia se integrado. Quando esses experimentos come^aram, uma decada apos a desco- 
berta de Temin e Baltimore, ja havia tornado-se claro que a integra^ao de pro-virus ocorre em 
sitios aleatorios ao longo do DNA cromossomal de celulas hospedeiras infectadas. Dado o 
tamanho do genoma de galinha, pode haver muitos milhoes de sitios cromossomicos distin- 
tos utilizados por ALV para integrar seu pro-virus. 

Mas analises moleculares de uma serie de leucemias induzidas por ALV, cada uma sur- 
gindo independentemente em galinhas diferentes, revelou uma grande surpresa. Em uma 
substancial por^ao (> 80%) desses genomas de celulas leucemicas, o pro-virus ALV mos- 
trou-se integrado ao DNA cromossomal imediatamente adjacente ao proto-oncogene c-myc 
(Figura 3.23)! Tal observa^ao, por si so, foi dificil de ser considerada devido a no^ao de 
que a integra^ao pro-viral ocorre aleatoriamente em milhoes de sitios ao longo dos geno¬ 
mas de celulas infectadas. 

Logo se tornou claro que a associa^ao fisica proxima dos genomas virais integrados e o gene 
myc celular levaram a uma liga^ao funcional entre esses dois elementos geneticos. O promo¬ 
tor transcricional viral, aninhado dentro do pro-virus ALV, interrompeu os mecanismos de 
controle que normalmente governavam a expressao do gene c-myc (veja a Figura 3.23). Ago¬ 
ra, em vez de ser regulado por seu proprio promotor nativo, o gene celular myc foi colocado 
diretamente sob o controle transcricional viral. Como conseqiiencia, em vez de ser fmamente 
regulado pelo circuito-controle da celula, a expressao de c-myc foi tomada por um usurpador 
estranho que dirigiu sua expressao para um constante e alto nivel. Essencialmente, esse gene 
viral-celular hibrido que surgia nos cromossomos de celulas leucemicas parecia estar funcio- 
nando de forma muito similar ao oncogene v-myc carregado pelo virus da mielocitomatose 
aviaria. 

Repentinamente, todas as respostas necessarias para solucionar o quebra-cabe^a da leucemo- 
genese (forma 9 ao de leucemia) por ALV cairam no lugar certo. A solu 9 ao ocorreu da seguinte 
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Figure 3.23 Mutagenese de insergao As 
agoes oncogenicas de virus, tais como 
virus da leucose aviaria (ALV), que carecem 
de oncogenes adquiridos, poderiam ser 
explicadas pela integragao de seu DNA 
pro-viral adjacente a urn proto-oncogene 
celular. (A) Analises de inumeros linfomas 
de celulas B que foram induzidos por ALV 
revelaram que uma grande proporgao dos 
pro-virus ALV foram integrados no 
segmento de DNA cromossdmico portando 
0 proto-oncogene c-myc; a maioria estava 
integrada entre o primeiro exon nao- 
codificante de c-myc e o segundo exon, no 
qual as fases de leitura de myc iniciam. Os 
sitios de integragao estao aqui 
apresentados pelos triangulos hachurados. 
Como indicado, a maior parte (mas nao 
todos) dos pro-virus foram integrados na 
mesma orientagao transcricional do gene c- 
myc. (B) Esse comportamento poderia ser 
racionalizado da seguinte forma: no curso 
de infecgao de linfocitos de galinha por 
ALV, o pro-virus ALV (verde) torna-se 
aleatoriamente integrado em milhoes de 
sitios diferentes no DNA cromossdmico dos 
linfocitos. Em raras ocasides, urn prd-virus 
ALV torna-se integrado (ao acaso) no proto¬ 
oncogene c-myc {vermelho). Isso pode 
entao fazer com que a transcrigao do gene 
c-myc seja dirigida pela agao constitutiva 
forte do promotor de ALV. Uma vez que 
altos niveis da proteina Myc tern uma 
potente agao em dirigir a proliferagao 
celular, a celula portando esse prd-virus 
integrado e o gene c-myc ativado ira agora 
multiplicar-se de forma descontrolada, 
finalmente gerando muitos descendentes 
que constituirao urn linfoma. (Adaptada de 
S.J. Flint, L.W. Enquist, R.M. Krug et al.. 
Principles of Virology. Washington, DC: ASM 
Press, 2000.) 


forma: durante o curso de infecgao de uma galinha, ALV espalhou-se por milhares e depois 
milhoes de celulas no sistema hematopoietico da ave. Em um curto espago de tempo, a 
infecgao foi tao eficiente que a ave tornou-se viremica, ou seja, sua corrente sangiilnea carre- 
gava altas concentragoes de parti'culas virais. 

Cada uma dessas dezenas de milhares de infecgoes resultou na insergao de um pro-virus 
AVL em alguma localizagao aleatoria no genoma de uma celula infectada. Em geral, essa 
integragao do pro-virus nao tinha nenhum efeito na celula hospedeira infectada, a nao 
ser forgar o hospedeiro a produzir um grande niimero de uma progenie de particulas 
virais. Mas em raras ocasioes, talvez uma entre 10 milhoes de infecgoes, um pro-virus, ao 
acaso proximo, tornou-se integrado ao gene c-myc. Esse raro evento levou a um desfecho 
inesperado - a conversao do gene c-myc em um potente oncogene. A celula carregando o 
gene c-myc desregulado comegou entao uma proliferagao descontrolada, e, dentro de 
semanas, algumas das celulas progenitoras evoluiram para celulas cancerigenas mais agres- 
sivas que constituiam uma leucemia. 

Esse cenario explica a cinetica lenta com que tais leucemias surgem apos uma infecgao 
viral inicial de uma ave. Visto que a ativagao do gene c-myc a partir da integragao pro- 
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viral e um evento de baixa probabilidade, muitas semanas e muitos milhoes de eventos 
de infec^ao sao necessaries para que haja o desencadeamento das anormalidades malig- 
nas. Esse mecanismo particular de ativa^ao do proto-oncogene passou a ser chamado de 
mutagenese por inser^ao; ela tambem explica os poderes leucemogenicos de outros re¬ 
trovirus de a^ao lenta, como o MLV. Ate o presente, o estudo de infec^oes induzidas por 
retrovirus aviario e murino tern demonstrado eventos de integra^ao proximos a mais de 
25 proto-oncogenes celulares distintos. De fato, a mutagenese por inser^ao pode ser 
usada como uma estrategia poderosa para encontrar novos proto-oncogenes (Barra late¬ 
ral 3.8). 

A nao-manifesta^ao daqueles que descobriram que mutagenese por inser^ao era mais uma 
ideia provocativa: talvez fosse possivel que carcinogenos nao-virais pudessem chegar ao mes- 
mo resultado final que ALV. Talvez esses outros carcinogenos, incluindo raios X e compostos 
mutagenicos, pudessem alterar proto-oncogenes celulares enquanto estes residiam em seus 
sitios normals nos cromossomos celulares. O resultado pode ser a desestabiliza^ao do contro- 
le de crescimento celular, da mesma forma como os eventos que levavam as leucemias indu¬ 
zidas por ALV. 


3.12 Alguns retrovirus carregam oncogenes naturalmente 

As descrifoes dos retrovirus providas neste capitulo indicam que existem essencialmente duas 
classes deles. Alguns, como ALV e MLV, nao carregam nenhum oncogene, mas podem indu- 
zir tumores que aparecem apenas apos um longo periodo de latencia (i. e., muitas semanas), 
depois de uma infec^ao inicial de um animal hospedeiro. Outros virus, como RSV, podem 
induzir cancer rapidamente (i. e., em dias ou algumas semanas), tendo adquirido um onco¬ 
gene a partir de um proto-oncogene celular precursor. 

Mas existe uma terceira classe de retrovirus que nao se adequou a nenhum desses pa- 
droes. O virus de leucemia de celula T humana (HTLV-I) infecta cerca de 1% dos habi- 
tantes de Kyushu, a ilha sul do Japao. Uma infec^ao endemica tamhem esta presente, 
ainda que a uma baixa taxa, em algumas ilhas do Caribe. A duradoura infec^ao por 
HTLV-I acarreta um risco de 3 a 4% de desenvolvimento de leucemia de celula T em 
adultos, e o virus parece ser mantido na popula^ao pelo kite materno, por transmissao 
da mae para a crian^a. 

Nao ha indica^oes, apesar dos extensivos exames moleculares, de que os sitios de integra- 
9 ao do pro-virus HTVL-I estejam agrupados em certas regioes cromossomais. Conse- 
qtientemente, parece pouco provavel que HTLV-I use a mutagenese por inser^ao para 
induzir leucemias. Em vez disso, seus poderes leucemogenicos parecem ser rastreaveis 
em uma ou mais proteinas virais que sao naturalmente codificadas pelo genoma viral. O 
mais bem-compreendido desses e o gene viral tax, cujo produto e responsavel por ativar 
a transcri^ao de seqiiencias de DNA pro-virais, possibilitando, assim, a produ^ao de 
uma progenie de genomas de RNA. Ao mesmo tempo, o produto do gene tax parece 
ativar a transcri^ao de dois genes celulares que especificam importantes proteinas esti- 
muladoras de crescimento - IL-2 (interleucina-2) e GM-CSF (fator estimulador de co- 
lonias de granulocitos e macrofagos). Esses “fatores de crescimento”, aos quais retornare- 
mos no Capitulo 5, sao liberados pelas celulas infectadas por virus e prosseguem estimu- 
lando a prolifera^ao de varios tipos de celulas hematopoieticas. Enquanto tal prolifera- 
9 ao induzida, por si so, nao gera diretamente uma leucemia, parece que popula^oes das 
celulas estimuladas por HTLV-I podem progredir, com uma freqiiencia baixa e previsi- 
vel, para gerar variantes que sao de fato neoplasicas. Nessa instancia, a expressao de 
certos oncogenes virais, principalmente tax, parece ser um componente intrinseco e es- 
sencial de um ciclo de replica^ao retroviral entre animals hospedeiros, em vez de ser 
apenas a conseqiiencia de acidentes geneticos raros que produzem genomas hibridos 
incomuns, como o genoma de RSV. 



Alguns retrovirus carregam naturalmente oncogenes / 85 


Barra lateral 3.8 Mutagenese por inser^ao 
descobre novos proto-oncogenes Como foi 
descrito anteriormente (veja a Se^ao 3.10), a 
analise dos genomas de retrovirus de rapida 
transforma 9 ao possibilitaram que investigado- 
res identificassem um grande mimero de pro¬ 
to-oncogenes. O fenomeno de mutagenese 
por inser^ao, primeiramente descoberto a par- 
tir da inser^ao de um genoma de ALV adja- 
cente ao proto-oncogene c-myc, ofereceu uma 
estrategia alternativa para revelar esses genes 
celulares. Assim, um pesquisador poderia es- 
tudar uma serie de tumores em forma^ao in- 
dependente, todos tendo sido induzidos por 
um retrovirus, como ALV ou MLV, que sabi- 
damente carecia do seu proprio oncogene. 
Mais especificamente, esse pesquisador pode¬ 
ria analisar as localiza 96 es das seqliencias da 
celula hospedeira que ficam imediatamente 
adjacentes aos pro-virus integrados no DNA 
cromossomico de celulas tumorais. A espe- 


ran 9 a era de que os pro-virus pudessem ser en- 
contrados repetitivamente integrados proximos 
a um (possivelmente ainda desconhecido) gene 
celular cuja ativa^ao era desencadeada pelo pro¬ 
moter transcricional do pro-virus. O gene adja- 
cente poderia ser facilmente clonado, visto que 
ele era marcado de maneira eficiente pelo DNA 
pro-viral proximamente ligado. 

Os frutos iniciais dessa estrategia vieram do 
estudo de cancer mamario induzido pelo virus 
de tumor mamario de camundongo (MMTV), 
outro retrovirus. Pesquisadores mapearam os 
sltios de integra^ao dos pro-virus MMTV nos 
genomas de canceres mamarios de camundon¬ 
go que haviam sido induzidos por esse virus. 
A maioria dos pro-virus foi encontrada inte- 
grada em uma de tres localiza^oes genomicas 
alternativas, agrupadas proximas a genes ce¬ 
lulares que passaram entao a ser chamados de 
int-U int-2 e int-3 (Tabela 3.4). Posteriormen- 
te foi descoberto que cada um desses genes 


codifica para uma protelna envolvida na es- 
timula^ao de prolifera^ao celular de uma 
forma ou de outra. A expressao desregula- 
da de cada um deles, resultante da integra- 
9 ao pro-viral de MMTV proxima, pareceu 
ser responsavel por desencadear a prolife- 
ra 9 ao celular que levou ao surgimento de 
tumores mamarios. 

O gene int-1, que revelou ser homolo¬ 
go ao gene wingless de Drosophila, foi reno- 
meado Wnt-1, e foi o precursor de toda uma 
serie de genes Wnt que tern provado ser im- 
portantes mitogenos e morfogenos, ou seja, 
fatores importantes para o controle da mor- 
fogenese. Mais recentemente, essa estrate¬ 
gia de busca tern sido usada para descobrir 
um grande grupo de outros genes celula¬ 
res; cada qual, quando ativado por muta¬ 
genese por inser 9 ao mediada por MLV, de- 
sencadeia leucemias em camundongos (Ta¬ 
bela 3.4). 


Tabela 3.4 Exemplos de genes celulares que sao ativados por mutagenese por Insergao 


Gene 

Mutageno de Insergao 

Tipo de tumor 

Especles 

Tipo de oncoproteina 

myc 

ALV 

linfoma de celula B 

galinha 

tator de transcrigao 

myc 

ALV, FeLV 

linfoma de celula T 

galinha, gato 

fator de transcrigao 

nov 

ALV 

nefroblastoma 

galinha 

tator de crescimento 

erbB 

ALV 

eritroblastose 

galinha 

receptor de TK 

mos 

lAP 

plasmacitoma 

camundongo 

cinase ser/thr 

int-D 

MMTV 

carcinoma mamario 

camundongo 

fator de crescimento 

int-2^ 

MMTV 

carcinoma mamario 

camundongo 

fator de crescimento 

int-3 

MMTV 

carcinoma mamario 

camundongo 

receptor‘s 

int-H/int-5 

MMTV 

carcinoma mamario 

camundongo 

enzima's’ 

pim-1 

Mo-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

cinase ser/thr 

pim-2 

Mo-MLV 

linfoma de celula B 

camundongo 

cinase ser/thr 

bmi-1 

Mo-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

repressor transcricional 

tpl-2 

Mo-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

TK nao-receptor 

Ick 

Mo-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

TK nao-receptor 

p53 

Mo-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

fator de transcrigao 

GM-CSF 

lAP 

leucemia mielomonocitica 

camundongo 

fator de crescimento 

IL2 

GaLV 

linfoma de celula T 

macaco gibao 

citocina® 

IL3 

lAP 

linfoma de celula T 

camundongo 

citocina 

K-ras 

F-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

protelna G pequena 

CycD1 

F-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

ciclina G1 

CycD2 

Mo-MLV 

linfoma de celula T 

camundongo 

ciclina G1 


ALV = virus da leucose aviaria; FeLV = virus da leucemia felina; F-MLV = virus da leucemia murina de Friend; GaLV = virus da leucemia de macaco gibao; GF= 
tator de crescimento; lAP = particula A intracisternal (um genoma semelhante ao retroviral que e endogeno a celulas); Mo-MLV = virus da leucemia murina de 
Moloney; MMTV = virus de tumor mamario de camundongo; ser/thr = serina/treonina; TK = tirosina oinase. 


“Subsequentemente renomeada Wnt-J. 

‘’Subseqtientemente identificado como um gene que codifica um tator de crescimento de fibroblasto (FGF). 

'TRelacionado a reoeptores notch. 

■^Enzima que oonverte androgenios em estrogenios. 

•’Citocinas sao GFs que regulam consideravelmente varies tipos de celulas hematopoieticas. 

Adaptada, em parte, de J. Butel, Carcinogenesis 21: 405-426, 2000; e de N. Rosenberg and Jolicoeur, em J.M. Coffin, S.FI. Flughes and FI.E. Varmus (eds.). 
Retroviruses. Cold Spring Flarbor, NY: Cold Spring Harbor Labortory Press, 1997. Tambem, em parte, de G.M. Cooper, Oncogenes, 2ed. Boston: Jones and Barlett 
Publishers, 1995. 
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3.13 Sinopse e perspectivas 

Ao estudar tumores em animals de laboratorio e domesticados, biologos em cancer des- 
cobriram um grande espectro de virus causadores de cancer durante o seculo XX. Muitos 
desses virus, tendo tanto genomas de DNA como de RNA, revelaram-se capazes de in- 
fectar celulas em cultura e transforma-las em celulas tumorogenicas. Tais poderes trans- 
formantes indicavam a presen^a de oncogenes poderosos nos genomas dos virus; na ver- 
dade, oncogenes potentes o suficiente para induzir varios dos fenotipos associados a 
celulas cancerigenas (veja a Tabela 3.2). Alem disso, a habilidade desses virus em criar 
celulas transformadas na placa de cultura permitiu uma melhor compreensao dos meca- 
nismos pelos quais eles poderiam induzir cancer nos tecidos de animals hospedeiros 
infectados. 

Uma grande revolu^ao conceitual veio do detalhado estudo dos virus tumorais de RNA, 
mais especificamente o virus do sarcoma de Rous (RSV). Seu oncogene, denominado y-src, 
parece ter originado, em um gene celular normal, c-src. Essa descoberta revelou a habili¬ 
dade de retrovirus tumorogenicos lentos, nao-transformantes, como ALV (virus da leu- 
cose aviaria), em adquirir genes celulares normals e converte-los em oncogenes poten- 
cialmente transformantes. Os virus hibridos que surgiram posteriormente a essas aquisi- 
96 es geneticas eram agora capazes de induzir tumores rapidamente em hospedeiros in¬ 
fectados. 

Ainda mais importantes foram as implica 96 es de encontrar o gene c-src. Sua presen 9 a em um 
genoma celular normal demonstrava que o genoma celular carrega um proto-oncogene que 
pode ser convertido em um oncogene seguido de altera 96 es nas seqiiencias do gene normal. 
(Os detalhes dessas altera^oes serao descritos nos proximos capitulos.) Logo descobriu-se que 
um grande numero de retrovirus de origem tanto aviaria quanto de mamiferos carregava 
outros oncogenes que tinham sidos adquiridos de forma similar aos genomas de celulas in- 
fectadas. Enquanto cada um desses proto-oncogenes era inicialmente encontrado no genoma 
de uma ou outra especie de vertebrado, agora sabemos que todos eles estao representados nos 
genomas de todos os vertebrados. Como conseqiiencia, o genoma generico de vertebrados 
carrega duzias de tais genes normals, cada qua! com um potencial de ser convertido em um 
oncogene ativo. 

Ainda outros proto-oncogenes foram descobertos ao se estudar os sitios de integra^ao de 
pro-virus nos genomas de tumores que haviam sido induzidos por retrovirus nao-trans- 
formantes, como virus da leucemia murina (MLV) e ALV. A integra 9 ao aleatoria desses 
pro-virus ao DNA cromossomico produz, ocasionalmente, a partir do processo de muta- 
genese por inser^ao, a conversao de um proto-oncogene em um oncogene ativado que 
pode ser facilmente isolado devido a sua liga^ao proxima ao pro-virus. Em muitas oca- 
sioes, a mutagenese por inser^ao levou ao redescobrimento de um proto-oncogene que ja 
era conhecido devido a sua presen^a em um retrovirus muito transformante; myc e o 
virus da mielocitomatose aviaria (AMV) exemplificam essa situa^ao. Em outras ocasioes, 
proto-oncogenes verdadeiramente novos foram descobertos a partir do estudo de sitios 
de integra^ao do pro-virus; o gene int-1 ativado por MMTV fornece um otimo exemplo 
dessa rota de descobrimento. Na verdade, o processo de mutagenese por inser^ao perma- 
neceu nada mais que uma curiosidade laboratorial, de interesse apenas a um pequeno e 
seleto grupo de biologos em cancer, ate ser reportado por induzir tumores em muitos 
pacientes em tratamento por terapia genica (Barra lateral 3.9). 

Essas descobertas de proto-oncogenes e oncogenes, profundas como de fato foram, le- 
vantaram tanto questionamentos quanto respostas. Mas permaneceu obscuro como as 
proteinas oncogenicas codificadas pelo retrovirus (chamadas oncoproteinas) diferiam 
funcionalmente das proteinas codificadas pelos proto-oncogenes correspondentes. Os 
mecanismos bioquimicos utilizados por essas oncoproteinas para transformar celulas tam- 
bem eram obscuros. 
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Barra lateral 3.9 Terapia genica pode ocasionalmente ter conseqiiencias tragicas A terapia geni- 
ca tern mostrado grande aplicabilidade em doen^as do sistema hematopoietico. Portanto, crian- 
^as nascidas com uma imunodeficiencia grave decorrente de um defeito especifico na linhagem 
germinativa em um ou outro componente cn'tico do sistema imune podem, em principio, ser 
curadas se o gene ausente e transduzido em suas celulas-tronco da medula ossea utilizando vetores 
retrovirais (veja Barra lateral 3.7). Apos a infec^ao in vitro por um vetor retroviral transdutor de 
genes, celulas-tronco sao introduzidas nas crian 9 as acometidas, em cuja medula ossea tornam-se 
estaveis. A progenie diferenciada dessas celulas-tronco enxertadas e geneticamente alteradas e 
entao capaz de suprir as fun^oes imunologicas ausentes, revertendo, assim, a imunodeficiencia 
congenita. 

Essa abordagem terapeutica foi criada na Franca, onde celulas-tronco de medula ossea de dez 
crian^as que sofriam de imunodeficiencia congenita - imunodeficiencia grave combinada ligada 
ao X - foram infectadas com o vetor retroviral derivado do virus da leucemia murina de Moloney 
(MLV), o qual transduziu um gene que especifica o produto genico que elas nao possuiam - a 
protelna yc. Nove dentre delas responderam pela apresenta^ao de uma dramatica reconstitui^ao 
de sua fun^ao imunologica. Entretanto, como foi reportando em 2003, as duas crian^as mais 
jovens do teste desenvolveram leucemia de celulas T apos 30 e 34 meses do inicio dos testes de 
terapia genica. Um terceiro caso foi posteriormente reportado. 

Nesses casos, analises do DNA de celulas leucemicas revelaram pro-virus derivados de vetores 
virais que haviam se tornado integrados entre alguns pares de quilobases do primeiro exon do 
gene LM02, um proto-oncogene que era previamente conhecido por ser ativado em leucemias de 
celulas T humanas. Dado o conhecido papel do oncogene LM02 em leucemogenenese, esses 
pro-virus inseridos sao, quase que certamente, responsaveis por desencadear as tres leucemias. 
Assim, a mutagenese por inser^ao que leva a oncogenese, que por muito tempo foi temida como 
um possivel, mas remoto, risco ocasionado por tal estrategia de terapia genica, tornou-se uma 
realidade amarga e pode, em ultimo caso, limitar as op^oes disponiveis aqueles interessados em 
corrigir defeitos de nascen^a a partir de terapia genica. 


Os mecanismos moleculares usados por virus tumorais de DNA para transformar celulas 
infectadas eram ainda mais ilusorios, visto que esses virus pareciam especificar oncoproteinas 
que eram muito diferentes das proteinas produzidas por suas celulas hospedeiras. Tais dife- 
ren^as sugeriram que essas oncoproteinas virais nao poderiam se apresentar a maquinaria de 
regula^ao do crescimento celular de uma forma facil e obvia. Foi somente na metade dos anos 
1980, dez anos apos o inicio dessa pesquisa, que seus mecanismos de transforma^ao torna- 
ram-se aparentes, como veremos nos Capitulos 8 e 9. 

Para muito pesquisadores em cancer, e para o publico que apoia essa pesquisa, havia um 
linico assunto excedente que motivou muito deste trabalho em primeiro lugar; algum desses 
virus e os proto-oncogenes que eles ativavam desempenhavam papeis-chave em causar cancer 
em humanos? Como aprenderemos, cerca de um quinto da incidencia mundial de cancer em 
humanos esta associada a agentes infecciosos. O virus da Hepatite B e C (HBV e HCV), 
assim como os papilomavirus humano (HPVs), desempenham papeis-chave em desencadear 
canceres de ocorrencia comum. De fato, mesmo tumores humanos de ocorrencia nao fre- 
qiiente que parecem ser familiares tern sido associados, nos liltimos anos, a infec^oes virais 
(Barra lateral 3.10). Entao, o reconhecido papel dos virus na patogenese do cancer e substan- 
cial e cada vez maior. 

Alem disso, mesmo que virus tumorais de RNA e DNA nao tenham sido responsaveis por 
incitar um linico caso de cancer humano, a investida em tentar elucidar os mecanismos de 
transforma^ao teria sido justificada. Essa pesquisa abriu a cortina para os genes no nosso 
genoma que desempenham papeis centrais em todos os tipos de cancer humanos. Isso acele- 
rou em decadas nossa compreensao sobre a patogenese do cancer ao nivel de genes e molecu- 
las, o que lan^ou a pesquisa em cancer de uma ciencia descritiva para uma ciencia em que 
fenomenos complexos poderiam ser finalmente compreendidos e explicados em termos me- 
canicistas precisos. 
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Barra lateral 3.10 O sarcoma classico de Kaposi aparenta ser uma doen 9 a 
familiar Algumas malignidades induzidas por virus estao consideravelmente 
limitadas a pequenas subpopula^oes e, portanto, assemelham-se a sindro- 
mes de cancer em familia. Encontraremos muitas dessas sindromes nos 
Capitulos 7, 8 , 9 e 12, em que aprenderemos que a heran^a de alelos mu- 
tantes de genes supressores de tumor ou genes reparadores de DNA pode 
criar uma forte predisposi^ao ao cancer congenito. 

Anteriormente ao estabelecimento da epidemia de AIDS, a doen^a 
de sarcoma de Kaposi (KS) - aparentemente uma malignidade de celu- 
las relacionadas aquelas que formam o revestimento endotelial de duc- 
tos linfaticos - encontrava-se limitada a pequenas subpopulaqoes, prin- 
cipalmente entre homens do Mediterraneo e de descendencia judaica. 
Isso se assemelhava a um cancer familiar, em que alelos de predisposi- 
qao ao cancer estavam presentes apenas em conjuntos de genes de cer- 
tas subpopula^oes etnicas. Apbs o estabelecimento da epidemia de AIDS, 
entretanto, KS tornou-se mil vezes mais comum, e, ao menos esta for¬ 
ma de KS poderia ser associada a um agente infeccioso - herpesvlrus -8 
humano (HHV- 8 ), tambem conhecido como KSHV (herpesvirus KS). 
Este virus, junto com uma serie de outros agentes infecciosos, e um 
patogeno oportunista que tern sucesso nos corpos daqueles que care- 
cem de um sistema imune funcional. E por causa da epidemia de AIDS 
na Africa, KS tornou-se agora a quarta mais comum infec^ao indutora 
de cancer no mundo. 

A virologia de HHV -8 falhou em explicar como o KS pre-AIDS 
“classico” e transmitido em popula^oes imunocompetentes. De fato, 
esses tumores poderiam tambem estar associados a infec 96 es por HHV- 
8 . O exame das varias sublinhagens de HHV- 8 , deflnidas por polimor- 
fismos de seqiiencia nos DNAs virais, tern recentemente revelado que 
diferentes sublinhagens do virus estao presentes em diferentes subpo- 
pulaqoes de judeus; uma sublinhagem predomina entre Judeus Ashke¬ 
nazic (de descendencia Europeia recente), enquanto uma segunda e 
comum entre judeus Sephardic (descendencia norte e centro-leste afri- 
cana). Ambas as popula 96 es tern taxas de infec 9 ao que chegam a ser 10 


a 20 vezes mais altas do que em popula 96 es do oeste nao-aideticas. 
Provocativamente, entre esses subgrupos, a transmissao de sublinha¬ 
gens especificas de HHV -8 esta muito mais fortemente correlacionada 
com a heranqa de certos polimorfismos de DNA mitocondrial do que 
com a heran 9 a de marcadores polimorficos do cromossomo Y. O DNA 
mitocondrial e transmitido maternalmente, indicando que a transmis¬ 
sao maternal de virus (provavelmente ocorrendo atraves da saliva) tern 
desempenhado um papel majoritario em criar bolsoes da doen 9 a em 
linhagens familiares que provavelmente se estendem de volta ate popu- 
la 96 es fundadoras que existiram ha mais de 2 mil anos. (Outra via de 
transmissao materna pode explicar a alta incidencia de leucemia de ce- 
lula T em adultos [causada pelo retrovirus HTLV-1] no sul do Japao 
[veja a Se 9 ao 3.12].) 

Assim, algumas malignidades geografica e etnicamente localizadas, 
como KS classica e leucemia de celulas T de adultos, sao, na verdade, 
decorrentes de virus que se disseminam fracamente “horizontalmente” 
(ou seja, de um adulto para outro), mas podem ser transmitidas “verti- 
calmente” (entre pais e prole) por meio de contato intimo a longo prazo. 
Isso reflete o comportamento de certas linhagens de camundongo que 
tern altos Indices de cancer mamario. Como foi apresentado primeira- 
mente em Bar Harbour, Maine, em 1933, a transmissao da doen 9 a de 
pais para a prole ocorreu quando femeas de linhagens de alta incidencia 
eram cruzadas com machos de linhagens de baixa incidencia, mas nao 
apos o cruzamento reverso. Alem disso, quando filhotes de femeas de 
linhagens de alta incidencia eram transferidos para maes adotivas em 
lacta 9 ao de baixa incidencia dentro de 24 horas apbs o nascimento, 
apenas 8 % flnalmente desenvolveram cancer mamario, comparado com 
uma incidencia de 92% exibida por camundongos que haviam sido 
cuidados por maes de uma linhagem de alta incidencia. Isso levou a 
conclusao de que essa suscetibilidade ao cancer de mama era transmiti- 
da de uma geraqao a outra por um agente infeccioso no leite materno, 
que foi posteriormente identificado como sendo o virus de tumor ma¬ 
mario de camundongos (MMTV). 


Conceitos-chave 

• A no^ao de que cancer pode ser uma doen 9 a infecciosa foi refor^ada com a descoberta de 
Peyton Rous, em 1910, de que um virus - o virus do sarcoma de Rous (RSV) - poderia 
induzir tumores em galinhas, mas a ideia perdeu credibilidade em 1926, quando as lesoes 
estomacais dos ratos de Fibiger foram atribuldas como resultantes de deficiencia de vita- 
mina, e nao de infec^ao por espiroquetos. 

• Decadas mais tarde, a descoberta de Howard Temin e Harry Rubin de que culturas celu- 
lares infectadas com RSV eram transformadas em celulas tumorais ressuscitou a pesquisa 
com virus tumorais e levou a concretiza 9 ao de que cancer poderia ser estudado ao nivel 
celular. 

• Celulas transformadas em cultura apresentam uma serie de caracterlsticas: (1) diferente- 
mente de celulas normals, celulas transformadas nao possuem inibi^ao por contato e, 
como conseqiiencia, manifestam-se como uma massa de multicamadas conhecida como 
um foco; e (2) o foco e um crescimento clonal, com todas suas celulas descendentes de 
um unico progenitor comum. (3) As celulas em um foco em geral podem crescer de 
forma independence de ancoragem. 

• Tumorogenicidade em um hospedeiro animal e o teste final para transforma^ao celular 
completa. 

• O fenotipo transformante induzido pela infec 9 ao por RSV foi identificado como sendo 
transmitido a progenie celular, e experimentos utilizando um mutante de RSV sensivel a 
temperatura (ts) mostrou que a retenqao do estado transformante depende da atividade 
continuada de um produto genico de RSV. 
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• Em adi^ao aos virus de RNA como RSV, varias classes de virus de DNA — incluindo 
papovavi'rus, adenovirus humano, herpesvirus e poxvirus - foram identificados por indu- 
zir cancer. 

• Enquanto os genomas de virus de RNA consistem em RNA de fita simples, os genomas 
de virus de DNA consistem em DNA dupla fita (dsDNA). Os papovavlrus — que in- 
cluem o papilomavlrus de Shope, o poliomavlrus de camundongo e o SV40 — tern dsDNA 
genomicos circulates, enquanto adenovirus e herpesvirus tern longos dsDNA genomicos 
lineares. Da mesma forma que SV40, o adenovirus humano induz lise celular apos repli- 
car-se em seu hospedeiro permissivo natural, mas nao consegue replicar-se em celulas 
hospedeiras nao-permissivas e, em lugar disso, pode transformar essas celulas. 

• Uma vez que a replica^ao de genomas virais de DNA ocorre independentemente do 
DNA da celula hospedeira e ja que os genomas virais carecem de elementos para uma 
segregaq;ao apropriada durante a mitose, a transmissao de genomas de virus tumorais de 
DNA de uma gera^ao celular para a proxima representou um prohlema conceitual, ate se 
descohrir que os genomas de virus tumorais de DNA se integram no DNA cromossomal 
de celulas hospedeiras. 

• Ja que os genomas de virus de RNA consistem em RNA de fita simples que nao pode ser 
incorporado no DNA do hospedeiro e a reinfec^ao nao explica a persistencia do estado 
transformante nas celulas descendentes, Temin postulou que virus de RNA fazem copias 
de DNA dupla fita de seus genomas - o ate entao fantastico processo da transcri^ao 
reversa — e que essas copias de DNA sao integradas no DNA cromossomal do hospedeiro 
como uma parte de um ciclo de replica^ao viral normal. Essa e a principal distin^ao dos 
virus tumorais de DNA, para os quais a integra^ao e um evento muito raro e casual, que 
nao e uma parte integral da replica^ao viral. 

• Visto que seus ciclos de replica^ao dependem da informa^ao fluindo de forma inversa (ou 
seja, de RNA para DNA), virus de RNA passaram a ser chamados de retrovirus, e a versao 
de DNA de seus genomas virais passou a ser chamada de pro-virus. 

• Trabalhando com RSV, pesquisadores descohriram que a replica 9 ao viral e a transforma- 
q;ao celular eram especificadas por genes diferentes, com a fun^ao transformante residin- 
do em um unico gene, denominado src. 

• Usando uma sonda de DNA que reconhece especificamente as seqiiencias do genoma de 
RSV associadas a transforma 9 ao (i. e., src), pesquisadores fizeram uma descoberta inespe- 
rada, de que as seqiiencias relacionadas a src estavam presentes no DNA de celulas de 
galinha nao-infectadas por RSV. A intensifica^ao desses estudos indicou que o gene src 
era um gene normal, altamente conservado, de todas as especies de vertebrados (como foi 
posteriormente comprovado para muitos outros genes). 

• A diferen^a entre as a^oes da versao celular de src (c-src), que comporta fun^oes celulares 
normals, e da versao viral {v-src), que atua como um oncogene, poderia ser explicada se v- 
src fosse alterado apos ser arrancado de um genoma celular por um ancestral de RSV. 

• Uma vez que ele pode servir como um precursor para um oncogene, c-src foi chamado de 
proto-oncogene, um termo que carregava as implica^oes que celulas normals de vertebra¬ 
dos contem genes que tern o potencial intrlnseco de induzir cancer. 

• A aquisifao e ativa^ao de src por um retrovirus indicou que um linico oncogene poderia 
atuar pleiotropicamente para evocar uma multiplicidade de mudan 9 as nas caracterlsticas 
celulares, assim como a possibilidade de que outros mecanismos de muta^ao possam 
ativar proto-oncogenes que continuavam a residir em seus sltios normals nos cromosso- 
mos celulares. 

• Alguns retrovirus podem induzir cancer apesar de nao carregarem oncogenes em seus 
genomas; esses virus funcionam muito mais lentamente em induzir cancer do que aque- 
les que carregam oncogenes. Tais retrovirus nao-transformantes de lenta tumorogenicida- 
de ativam proto-oncogenes ao inserir seus genomas adjacentes a esses genes celulares em 
cromossomos celulares, um processo denominado mutagenese por inser^ao. Esse evento 
ao acaso coloca o proto-oncogene sob o controle do promotor transcricional viral, que 
desregula a expressao do gene e leva a prolifera^ao celular descontrolada. A mutagenese 
por inser^ao pode ser explorada para encontrar novos proto-oncogenes. 
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• Em adi^ao aos retrovfrus nao-transformantes (que funcionam via mutagenese por inser- 
9 ao) e aos de transforma^ao pomual (que funcionam via oncogenes adquiridos), existem 
retrovirus cujos poderes carcinogenicos sao rastreaveis nos seus proprios produtos genicos 
normais. Um desses casos e o virus da leucemia de celulaT humano (HTLV-I), cujo gene 
tax codifica uma proteina que ativa a transcri^ao de DNA pro-viral e, como efeito colate¬ 
ral, tambem estimula a expressao de fatores de crescimento celular que induzem prolife- 
ra^ao celular. 


Questoes elaboradas 


1. Que observances favorecem ou argumentam contra a nonao de 
que cancer e uma doenna infecciosa? 

2. Como se pode provar que genomas de virus tumorais devem estar 
presentes para manter o estado transformante de um tumor indu- 
zido por virus? Que mecanismos geneticos, voce imagina, podem 
permitir que esse processo torne-se “bate-e-corre”, em que a pre- 
sen^a continua de um virus tumoral nao e necessaria para manter 
o fenotipo tumorogenico apos um certo tempo? 

3. Por que os virus que carregam oncogenes, como o virus do sar¬ 
coma de Rous, sao tao raramente encontrados em populanoes 
selvagens de galinhas? 

4. Que evidencia sugere que os fenotipos de celulas transformadas 
por virus tumorais in vitro refletem fenotipos comparaveis aos 
de celulas tumorais in vivo'i 


5. Que logica sugere que a integranao cromossomal de geno¬ 
mas de virus tumorais seja uma parte intrinseca obrigatoria 
do ciclo de replicanao de virus tumorais de RNA, mas um 
produto secundario descuidado da replicanao de virus tu¬ 
morais de DNA? 

6 . Que evidencia sugere que um proto-oncogene como src seja, 
na verdade, um gene celular normal em vez de um gene que 
foi inserido em uma linhagem germinativa por um retrovi¬ 
rus infectante? 

7. Como voce imagina que virus tumorais de DNA e retrovirus 
como virus da leucose aviaria surgiram no passado evolutive 
distante? 

S.Porque os retrovirus, como o virus da leucose aviaria, levam 
tanto tempo para induzir cancer? 
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Capitulo 4 


Oncogenes Celulares 

“A origem viral da maioria de todos os tumores malignos... foi agora docu- 
mentada alem de qualquer duvida aceitavel. Seria um tanto diflcil admitir 
uma etiologia diferente para os tumores humanos.” 

Ludwik Gross, virologista de tumores, 1970 


O DNA e o RNA dos virus de tumores caracterizados nos anos 1970 forneceram aos 
biologos do cancer uma teoria simples e poderosa de como os tumores humanos pode- 
riam surgir. Os virus que ocorreram comumente na popula 9 ao humana poderiam, com alguma 
freqiiencia, infectar tecidos suscetiveis e causar a transforma^ao das celulas infectadas. Estas, 
por sua vez, come^ariam a se multiplicar e, mais cedo ou mais tarde, formar grandes massas 
de celulas - que foram freqiientemente encontradas na clinica oncologica. Uma vez que os 
virus de tumores tiveram sucesso em transformar celulas normals de roedores e galinhas em 
celulas tumorais com apenas um pequeno niimero de genes introduzidos, eles poderiam ter 
formas similares para transformar celulas humanas tambem. 

Com o passar do tempo, esse enredo, atrativo como estava, ficou cada vez mais dificil de 
ser conciliado com a biologia e a epidemiologia do cancer de humanos. A maioria dos 
tipos de cancer humano claramente nao se espalha de um individuo para outro como 
uma doen^a infecciosa. Agrupamentos significativos de casos de cancer - miniepidemias 
da doen^a - sao dificeis de encontrar. Ainda, mais importante, tentativas realizadas du¬ 
rante os anos 1970 para isolar os virus da maioria dos tipos de tumores humanos nao 
tiveram sucesso. Das centenas de tipos de tumores encontrados na clinica oncologica, 
apenas dois tipos que ocorrem em geral no mundo ocidental - carcinomas cervicais e 
hepatomas (carcinomas do figado) - puderam ser claramente amarrados a agentes virais 
causadores, especificos. 

Essas realiza 96 es evocaram duas respostas. Aqueles que estavam apoiados tenazmente aos 
virus de tumores como agentes causadores de todos os canceres humanos argumentaram que 
os carcinogenos quimicos e fisicos interagem com os virus que normalmente se escondem 
dentro das celulas do corpo, ativando o seu poder latente causador de cancer. Outros pesqui- 
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sadores responderam eliminando os virus inteiramente e come^aram a olhar para uma outra 
fonte em potencial de genes responsaveis pelo cancer humano - o genoma da celula com suas 
dezenas de milhares de genes. A segunda dire^ao fmalmente triunfou, e, pelo final dos anos 
1980, o genoma da celula foi reconhecido por ser uma fonte rica dos genes que conduzem a 
prolifera^ao de celulas do cancer humano. Assim, os virus de tumores, uma vez vistos como 
os agentes-chave desencadeadores de todos os canceres humanos, nao sobreviveram a essas 
grandes expectativas. Entretanto, ironicamente, a pesquisa com virus de tumores provou 
ser muito importante na descoberta de genes celulares que certamente sao responsaveis 
pelo fenotipo celular neoplasico. O amplo catalogo de genes celulares causadores de 
cancer montado durante as decadas seguintes - oncogenes e genes supressores de tumo¬ 
res — deriva diretamente desses esfor^os anteriores para encontrar agentes infecciosos 
causadores de cancer nas popula^oes humanas. 


4.1 Os canceres podem ser desencadeados pela 
ativa^ao de retrovirus endogenos? 

A pesquisa iniciada no Japao por Katsusaburo Yamagiwa, na primeira decada do seculo 
XX, revelou que agentes quimicos poderiam induzir cancer em animais de laboratorio 
(veja a Se^ao 2.8). Como mencionado anteriormente, o seu trabalho mostrou que a 
pintura repetida com piche de carvao nas orelhas de coelhos gerou carcinomas de pele 
apos alguns meses. Pela metade da decada seguinte, uma tese de Ph.D. em Paris docu- 
mentou mais de uma centena de casos de cancer humano, a maioria de pele, em indivi- 
duos que trabalharam com tubos de raio X. Em ambos os casos, ficou claro que os agen¬ 
tes que provocaram diretamente os tumores nao eram biologicos, sendo compostos orga- 
nicos ou radia 9 ao (veja as Se 96 es 2.8 e 2.9). 

Tais descobertas eram bem-conhecidas por todos os pesquisadores de cancer na metade do 
seculo XX e foi diflcil concilia-las com a teoria de que todos os canceres sao ativados de uma 
maneira ou outra pela a^ao de agentes infecciosos, ou seja, virus de tumores. Entao, alguns 
seguidores da teoria viral do cancer, especialmente aqueles que trabalhavam com retrovirus, 
propuseram um novo mecanismo, no inicio dos anos 1970. O seu modelo explicou como os 
virus de tumores poderiam participar da forma^ao dos varies canceres que nao tinham sinais 
externos de infec^ao viral. 

Esse novo esquema derivou da biologia peculiar dos retrovirus. Na ocasiao, genomas de re¬ 
trovirus se integraram aos cromossomos da linhagem germinal de varias especies de vertebra- 
dos, e os pro-virus resultantes eram entao transmitidos como alelos mendelianos de uma 
gera^ao para outra (Barra lateral 4.1). Em geral, esses pro-virus endogenos sao transcricional- 
mente silenciosos, e a sua presen^a em todas as celulas de um organismo nao e aparente. 
Entretanto, em raras ocasioes, e possivel despertar a expressao de um destes pro-virus endo¬ 
genos latentes, que freqiientemente mantem a capacidade de codificar para particulas retro- 
virais infecciosas. 

A ativa^ao do genoma de um retrovirus endogeno (ERV) em fibroblastos preparados a partir 
de certas cepas de camundongo pode ser realizada cultivando tais celulas na presen^a do 
analogo de timidina bromodeoxiuridina (BrdU). Em resposta, essas celulas do tecido con- 
juntivo, que evidentemente sao livres de infec^ao retroviral, de repente come^am a liberar 
particulas de retrovirus, devido a desrepressao transcricional do seu, em geral silencioso, pro¬ 
virus endogeno. De maneira similar, pro-virus endogenos latentes podem ser ativados espon- 
taneamente in vivo em um mimero pequeno de celulas em um camundongo. Uma vez que 
particulas virais infecciosas sao liberadas de algumas dessas celulas, elas podem se multiplicar 
pela infec^ao celula-a-celula, se espalhar rapidamente pelo corpo e induzir leucemias nesses 
animais. 

Conhecendo esse comportamento dos retrovirus endogenos, alguns suspeitaram que os can¬ 
ceres humanos pudessem ter-se originado de um modo similar. Por exemplo, carcinogenos 
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mutagenicos, como aqueles presentes no piche de tabaco, poderiam provocar a ativa^ao de 
retrovirus endogenos latentes. As partfculas virais resultantes come^ariam entao a multiplica- 
fao, espalhando-se pelo corpo de um indivi'duo, e, como os retrovirus endogenos em algu- 
mas linhagens de camundongos, levariam a forma^ao de cancer em um ou outro tecido 
susceti'vel. Ao mesmo tempo, enquanto sao capazes de se espalhar pelos tecidos das pessoas, 
esses virus endogenos poderiam ser incapazes de se espalhar horizontalmente para um outro 
indivi'duo, explicando as repetidas observances de que o cancer nao se comporta como uma 
doen^a transmissi'vel. Um outro esquema relacionado postulou que retrovirus inseriram on¬ 
cogenes virais nas linhagens germinais de varias especies, os quais foram ativados por varies 
tipos de carcinogenos. 

Enquanto atrativos no conceito, esses modelos de causas de cancer humane logo desmorona- 
ram, pois evidencias que os sustentassem nao eram satisfatorias. Relates sobre particulas 
retrovirais infecciosas em tumores humanos nao puderam ser verificados. Ate mesmo parti¬ 
culas virais contendo transcriptase reversa foram dificeis de serem encontradas em amostras 
de tumores humanos. 

Eicon claro que a maioria dos genomas de retrovirus endogenos presentes no genoma 
humano e heranna de infecfoes antigas da linhagem germinal que ocorreram 5 milhoes 
de anos atras e antes nos ancestrais primatas. Desde aquele tempo, esses pro-virus muta- 
ram progressivamente para seqtiencias que nao sao mais capazes de especificar particulas 
de retrovirus infeccioso e, portanto, se uniram a serie de seqiiencias de DNA-lixo que 
formam o grande volume do nosso genoma. Mesmo que 8% do genoma humano deri- 
vem de genomas retrovirais endogenos, apenas alguns dos cerca de 40.000 segmentos 
derivados de retrovirus foram, alguma vez, apontados como geneticamente intactos e 
capazes, em principio, de especificar particulas retrovirais. Uma subfamilia destes virus, 
chamada de HERV-K, entrou na linhagem germinal humana de forma relativa recente- 
mente, e varies dos sens pro-virus estao aparentemente intactos, mas ate agora, nao se 
observou que, ate mesmo estes, produzissem viroses infecciosas ou que se mobilizassem 
em celulas cancerigenas. (Ainda nao esta claro por que a nossa linhagem germinal nao 
continuou a adquirir novos pro-virus endogenos funcionais durante epocas evoluciona- 
rias recentes, enquanto as linhagens germinais de outras especies de mamiferos, como a 
do camundongo, abrigam viroses endogenas recentemente adquiridas que permanecem 
geneticamente intactas e, portanto, retem fun^ao biologica.) Desse modo, os pesquisa- 
dores do cancer come^aram a procurar em outros lugares pelos elementos geneticos que 
poderiam estar desencadeando a forma^ao do cancer humano. 


4.2 A transfec^ao do DNA fornece uma estrategia 
para detectar oncogenes nao-virais 

Para aqueles pesquisadores com o objetivo de compreender a carcinogenese nao-viral, o lega- 
do da teoria do retrovirus endogeno derxou uma teoria viavel sobre a mesa. De acordo com 
ela, os carcinogenos funcionam como mutagenicos (Se 9 ao 2.9). Tanto fisicos (p. ex., raios X) 
como quimicos (p. ex., piche de tabaco), esses agentes induzem cancer pela sua habilidade 
em mutar genes criticos de controle de crescimento nos genomas de celulas suscetiveis. Esses 
genes de controle de crescimento podem ser, por exemplo, genes celulares normais, como os 
proto-oncogenes descobertos pelos retrovirologistas. Uma vez que tais genes forem mutados, 
os alelos mutantes resultantes podem funcionar como oncogenes ativos, orientando o cresci¬ 
mento canceroso das celulas que os carregam. 

Declarado de maneira distinta, esse modelo - na verdade uma especula^ao — previu que 
celulas transformadas quimicamente carregavam genes mutados, e que estes eram responsa- 
veis por programar o crescimento aberrante de tais celulas. Era impossivel predizer o niimero 
de genes mutados presentes nos genomas dessas celulas. Mais importante, provas experimen- 
tais da existencia desses genes causadores de cancer representaram um desafio assustador. Se 
eles realmente estivessem presentes nos genomas de celulas quimicamente transformadas. 
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Barra lateral 4.1 Os retrovirus endogenos podem explicar o desen- 
volvimento de tumores na ausencia de dispersao de virus infeccio- 
so A exposifao de um camundongo ou galinha a um retrovirus fre- 
quentemente resulta na infec^ao de uma grande variedade de tipos 
celulares no organismo, incluindo na ocasiao, as celulas nas gona- 
das - ovarios ou testiculos. As infec^oes de celulas nesses orgaos 
podem resultar na integra^ao de um pro-vi'rus retroviral (veja a Se- 
9 ao 3.7) nos cromossomos de celulas que servem como precursoras 
tanto para o espermatozoide como para o ovulo. Tais pro-vi'rus tor- 
naram-se estabelecidos em uma configura^ao genetica que e equiva- 
lente aquela dos genes celulares carregados pelo espermatozoide ou 
pelo ovulo. Dessa forma, quando esses gametas participam da ferti- 
liza^ao, o pro-virus pode ser transmitido para um ovulo fertilizado 
e, assim, para todas as celulas resultantes de um embriao ou adulto 
(Figura 4.1). Esse pro-virus podera agora se tornar estabelecido no 
genoma de todos os animals que descenderem a partir do animal 
inicialmente infectado. Um pro-virus deste tipo seria chamado de 
virus endogeno, para ser distinguido de virus que sao transmissiveis 
de um individuo para outro por infec^ao. 

Pro-virus endogenos que sao prontamente transcritos em tecidos 
animals provavelmente produzem uma viremia e podem induzir cancer 
naquele animal, cedo na vida. Esses pro-virus endogenos indutores de 
doen^a sao entao desvantajosos e serao rapidamente eliminados de um 


conjunto de genes de uma especie. Isso explica porque os pro-virus 
endogenos encontrados nas linhagens germinais da maioria das espe- 
cies sao, com rara exce^ao, transcricionalmente silenciosos. 

Exames cuidadosos dos genomas de uma variedade de especies 
de mamiferos e de aves demonstraram a presen^a de imimeros ge¬ 
nomas de retrovirus endogenos, a maioria dos quais e claramente 
heran 9 a de infec 96 es da linhagem germinal que ocorreram no passa- 
do evolucionario distante. Tendo residido por milhoes de anos na 
linhagem germinal de uma especie, a maioria ja sofreu tantas mu- 
ta 96 es que eles ja nao sao mais capazes de especificar particulas vi- 
rais infecciosas. Entretanto, um pequeno subgrupo de genomas vi- 
rais endogenos, notavelmente aqueles que foram recentemente in- 
seridos na linhagem germinal de uma especie, permanece genetica- 
mente intacto. Dado um estimulo adequado, esses pro-virus antes 
latentes podem de repente ser transcritos em uma ou outra celula, 
disseminar desta celula pelo organismo e finalmente iniciar al- 
gum tipo de malignidade, em geral de celulas hematopoieticas 
(veja a Se 9 ao 3.11). Por exemplo, o alto indice de leucemia na li¬ 
nhagem AKR de camundongo e atribuido a ativa 9 ao espontanea fre- 
qiiente de um pro-virus endogeno de leucemia murina em um ca¬ 
mundongo AKR, a dissemina 9 ao infecciosa subseqiiente do virus pelo 
camundongo, a viremia e, finalmente, por mutagenese de inser 9 ao, a 
ativa 9 ao de um proto-oncongene e a erup 9 ao de uma leucemia. 


Figura 4.1 Origem dos retrovirus endogenos (A) Estes genomas virais surgiram quando retrovirus 
{pantos vermelhos) tiveram sucesso em estabelecer uma infecgao sistemica em um organismo 
(p. ex., um camundongo, alto) e infectar, dentre outras celulas, uma celula precursora de gametas - 
espermatozoide ou ovulo. Uma vez que um retrovirus resultante {retangulo verde) se Integra no 
genoma de um gameta (neste caso, um espermatozoide), ele pode ser introduzido no genoma de 
um ovulo fertilizado e depois ser distribuido para todas as celulas do organismo que estao surgindo 
a partir do zigoto {pantos verdes). Este organismo, por sua vez, pode transmitir o pro-virus a seus 
descendentes via a rota normal da reprodugao sexual. A ativagao da expressao do pro-virus 
endogeno em um animal (afaa/xo) pode levar a disseminagao infecciosa pelo organismo, viremia e, 
finalmente, leucemia. (B) A presenga de genomas de retrovirus endbgeno (ERV) pode ser 
detectada sondando-se os DMAs genomicos de um organismo com o DNA de um retrovirus 
infeccioso. Estao mostrados os genomas ERV presentes nos DNAs de uma variedade de linhagens 
de camundongos e subespecies, como visualizado pelo procedimento de Southern blotting (veja a 
Figura 4.4). Neste caso, apenas a subclasse dos genomas ERV relacionados a retrovirus murino 
xenotrdpico esta sendo sondada. Cada banda em uma canaleta de gel representa um fragmento 
de restrigao em um genoma celular que carrega parte ou tudo de um genoma ERV. A variabilidade 
dos sitios de integragao de ERV de uma linhagem de laboratorio para outra indica que inumeros 
ERVs tern sido integrados na linhagem germinal do camundongo desde a especiagao do Mus 
musculus, a especie da qual todas estas linhagens derivaram. (C) Ao contrario dos genomas ERV 
de camundongo, aqueles detectados (usando como sonda um fragmento do clone de um ERV 
humane [acima]) em uma coletanea de DNAs humanos mostraram sitios de integragao 
particularmente similares atraves das especies, indicando a sua integragao na linhagem germinal 
muito antes do surgimento da especie humana; as diferengas polimorficas (setas pretas) sao em 
grande parte os resultados da recombinagao entre as sequencias LTR terminals nas extremidades 
de pro-virus ERV individuals e a delegao resultante das extensoes interferentes de DNA prb-viral. (B, 
a partir de K. Tomonaga and J.M. Coffin, Virol. 73:4327-4340, 1999; C, a partir de J.F Flughes and 
J.M. Coffin, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 101:1668-1672, 2004.) 


incluindo, possivelmente, celulas tumorais humanas, como eles puderam ser encontrados? Se 
esses genes eram versoes mutantes de genes celulares normals, entao eles foram embutidos 
nos genomas de celulas cancerosas juntamente com dezenas de milhares, talvez ate centenas 
de milhares, de outros genes, cada um presente em pelo menos uma copia por genoma ha- 
ploide. Esses genes do cancer, caso existam, sao como pequenas agulhas enterradas em enor- 
mes montes de feno. 
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Essa dificuldade fez com que fosse desenvolvida uma nova estrategia experimental para procurar 
por oncogenes nos genomas de varios tipos de celulas quimicamente transformadas. Em linhas 
gerais, essa estrategia envolveu a introdugao de DNA (e, assim, de genes) de celulas cancerosas em 
celulas receptoras normals, para entao determinar se as celulas receptoras se tornavam transforma¬ 
das em resposta ao DNA de celulas tumorais introduzido. A estrategia dependeu de varios avangos 
experimentais, incluindo (1) o desenvolvimento de um procedimento efetivo de transferencia de 
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fibroblastos de 
camundongo 
transformados 
quimicamente 



transfecgao utilizando 
0 procedimento de 
co-precipitagao com 
fosfato de calcio 
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camundongo 



formagao de urn foco 
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Figure 4.2 Transfecgao 0 procedimento de transfecgao pode ser usado para detectar oncogenes no DNA 
de celulas cancerosas. 0 DNA e extrafdo das celulas cancerosas (rasa) cultivadas em uma placa de Petri. 
(Para simplificar, o DNA dupla fita esta representado como linhas simples.) 0 DNA e entao introduzido em 
urn tampao fosfato. Quando Ions calcio sao adicionados, urn co-precipitado de DNA e cristais de fosfato de 
calcio e formado (rasa e raxo). Esses cristais sao adicionados a uma camada simples de celulas normals 
em culture {verde). De alguma forma, os cristais de fosfato de calcio facilitam a entrada dos fragmentos de 
DNA nas celulas. Se urn gene transformante (oncogene) esta presente no DNA doador, ele podera ser 
incorporado no genoma de uma das celulas receptoras e transforma-la. Esta celula transformada agora 
proliferara, e seus descendentes formarao uma massa (foco, azul) de celulas que e visivel a olho nu. A 
injegao destas celulas em urn camundongo hospedeiro e a resultante formagao de urn tumor pode ser 
usada para confirmar o estado transformado destas celulas. 



injegao das celulas 
morfologicamente 
transformadas em urn 
camundongo hospedeiro 



genes, (2) o encontro de celulas cancengenas apropriadas para extrair DNA e (3) a escolha de 
celulas receptoras apropriadas nas quais este DNA poderia ser introduzido (Figura 4.2). 


Em 1972, um procedimento novo e altamente eficiente de transferencia de genes foi desen- 
volvido, e logo ficou sendo chamado de tecnica de transfecgao (Barra lateral 4.2). O sucesso 
desta estrategia experimental tambem dependeu de achar cdulas receptoras apropriadas que 
fossem receptivas para tomar as moleculas de DNA transfectadas pelo procedimento. Celulas 
da linhagem celular NIH 3T3, derivadas originalmente de fibroblastos de embriao de ca¬ 
mundongo, revelaram-se ser sobretudo especialistas em tomar e integral DNA estranbo aos 
seus proprios genomas. 

Dessa forma, os pesquisadores usaram a tecnica de transfecgao por fosfato de calcio para introdu- 
zir DNA, extrai'do a partir de celulas tumorais, em celulas NIH 3T3 receptoras. Se o DNA de 
cdulas tumorais introduzido carregasse um ou mais genes indutores de cancer, entao ele induziria 
bem a transformagao de algumas cdulas NIH 3T3 receptoras. Essa transformagao poderia ser 
pontuada pelo surgimento de focos de transformantes nas culturas de cdulas NIH 3T3 algumas 
semanas depois da sua exposigao ao DNA de celulas tumorais — essencialmente o ensaio que 
Howard Temin usou para pontuar a presenga de parriculas virais infecciosas transformantes do 
sarcoma de Rous, em monocamadas de fibroblastos de embriao de galinha (Segao 3.2). 

O assunto final a ser resolvido, antes que esse piano experimental pudesse ter continuidade, 
era a identidade das celulas cancerosas doadoras das quais o DNA seria preparado. Nesse 
ponto, os pesquisadores estavam trabalhando as cegas. Nao estava claro se todos os tipos de 
celulas cancerosas possuiam genes transformantes, como o oncogene src carregado por RSV. 
Tambem nao se sabia se um gene celular transformante - um oncogene celular — que foi 
responsavel por transformar uma celula epitelial normal em uma celula de carcinoma tam¬ 
bem seria capaz de funcionar no ambiente intracelular nao-familiar das celulas do tecido 
conjuntivo (fibroblastos), como aquele das cdulas NIH 3T3. Existiam agora outros possfveis 
problemas. Por exemplo, um oncogene que era responsavel pela transformagao de celulas 
normals humanas em celulas cancerosas poderia falhar em transformar celulas normals de 
camundongo por causa de algumas incompatibilidades entre especies. 
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Barra lateral 4.2 A transfec 9 ao representa uma 
tecnica muito litil de transferencia de genes 
O desenvolvimento, em 1972, de um procedi- 
mento de transfec^ao foi originalmente moti- 
vado pela necessidade de introduzir moleculas 
de DNA e RNA viral diretamente em celulas 
de mamiferos. Assim sendo, os pesquisadores 
poderiam dar a volta pela rota normal pela qual 
os genomas virais entram nas celulas - sendo 
carregados para dentro pelos virions. Obser- 
vou-se que a transfec^ao de adenovirus, SV40 
e, ate mesmo, de DNAs de retrovirus para den¬ 
tro de cdulas receptoras apropriadas resultava 
em ciclos de replica^ao viral que eram indis- 
tinguiveis daqueles iniciados por particulas vi¬ 
rais infecciosas. Esses sucessos demonstraram a 
capacidade do procedimento de transfec^ao de 
introduzir mol&ulas de DNA relativamente Ion- 
gas, muitas vezes maiores do que 20 quilobases, 
para dentro de celulas receptoras. Mais tarde, es¬ 
ses procedimentos foram adaptados para transfe- 
rir genes celulares de uma celula para outra. 


Com o objetivo de realizar uma transfec- 
9 ao (veja a Figura 4.2), o DNA purificado de 
interesse e solubilizado em tampao fosfato. A 
adi 9 ao de calcio a solu 9 ao causa a precipita 9 ao 
dos cristais de fosfato de calcio e a co-precipi- 
ta 9 ao do DNA que possa estar presente na so- 
lu 9 ao. Quando esses cristais de fosfato de cal¬ 
cio sao colocados sobre monocamadas de celu¬ 
las receptoras cultivadas em cultura, eles facili- 
tam a introdu 9 ao das moleculas de DNA para 
dentro dessas celulas, por um mecanismo que 
ainda nao esta claro. Uma vez dentro da celula 
receptora, uma pequena por 9 ao do DNA trans- 
fectado entra no micleo e, de alguma forma, se 
Integra ao DNA cromossomal desta celula, 
adquirindo assim a capacidade de ser transmi- 
tido para a progenie dela juntamente com to- 
dos os sens genes nativos. Outras tecnicas de 
transferencia de genes tern sido desenvolvidas 
desde que esta foi inventada, mas os procedi¬ 
mentos com fosfato de calcio continuam mui¬ 
to usados. 


Com tais interesses em mente, pesquisadores escolheram celulas tumorais doadoras derivadas de 
fibroblastos de camundongo. Estas celulas cancerosas em particular originaram, com os flbroblas- 
tos de camundongo da linhagem celular de camundongo C3H10T1/2, que foi tratada repetida- 
mente com o potente carcinogeno e mutagenico 3-metilcolantreno (3-MC), um componente 
conhecido como piche de carvao. E importante ressaltar que essas celulas nao carregavam ne- 
nhum tra^o de infecfao por virus tumorais nem genomas retrovirais endogenos ativados. Assim, 
qualquer oncogene transformante detectado no seu genoma seria, com grande probabilidade, de 
origem celular, isto e, versoes mutantes de genes celulares normals. 

Em 1978-1979, DNAs extraidos de varias linhagens celulares de camundongos, transforma- 
das com 3-MC, foram transfectados em culturas de celulas receptoras NIH 3T3, gerando 
grandes mimeros de focos apos algumas semanas. Observou-se mais tarde que as celulas 
colhidas dos focos resultantes eram tanto independentes de ancoramento como tumorogeni- 
cas. Esse experimento simples provou que o DNA tumoral doador carregava um ou varios 
elementos geneticos que eram capazes de converter uma celula receptora NIH 3T3 nao- 
tumorogenica em uma celula que era fortemente tumorogenica. 

DNA extraido de celulas C3H10T1/2 normals nao-transformadas era incapaz de induzir 
focos nas monocamadas de celulas NIH 3T3. E muito provavel que a previa exposi 9 ao de 
celulas C3H10T1/2 normals ao carcinogeno 3-MC alteraram os genomas dessas celulas de 
alguma forma, resultando na cria 9 ao de novas seqiiencias geneticas que possuem for 9 as trans- 
formantes. Em outras palavras, parece que o carcinogeno 3-MC converteu um gene (ou 
genes) C3H10T1/2, antes normal, em um alelo mutante que poderia funcionar como um 
oncogene transformante quando introduzido em celulas NIH 3T3. 

Primeiro, pareceu bastante dificil determinar se as celulas tumorais doadoras carregavam um uni- 
co oncogene no seu genoma ou varios oncogenes distintos transformantes que atuavam em con- 
junto para transformar as celulas receptoras. Uma analise cuidadosa do procedimento de transfec- 
9 ao logo resolveu a questao. Pesquisadores descobriram que quando DNA celular era aplicado a 
uma celula receptora, apenas cerca de 0,1% do genoma celular, possuidor de DNA doador, se 
estabilizava no genoma de cada celula receptora transfectada. A probabilidade de dois genes doa- 
dores independentes, geneticamente nao-relacionados, serem introduzidos em uma unica celula 
receptora era de 10'^ x 10'^ = 10"'’, isto e, um evento muito improvavel. A partir deste calculo, 
pode ser inferido que apenas um linico gene era responsavel pela transforma^ao das celulas NIH 3T3 
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Figura 4.3 Transformagao de celulas de 
camundongo por DNA de tumores 
humanos A introdugao via transfecgao de 
varies DMAs de tumores humanos para 
dentro de celulas NIFI 3T3 gerou focos de 
transformantes. (A) Urn foco gerado pela 
transfecgao de DNA a partir da linhagem 
celular do carcinoma de bexiga T24 
humano. (B) Imagem em alta magnitude 
das celulas transformadas dentro deste 
foco. Como varies tipos de fibroblastos 
transformados, estes sao em forma de 
fuse, refrateis e empilhados densamente 
uns sobre os outros. (C) Imagem em alta 
magnitude das celulas NIH 3T3 ao redor da 
monocamada de celulas nao- 
transformadas. Como fibroblastos normals, 
estes tern urn citoplasma largo e estendido 
e nao estao empilhados uns sobre os 
outros. (A partir de M. Perucho et al., Cell 
27:467-476, 1981.) 



depois da transfecgao com o DNA das cdulas tumorais doadoras. Isso, por sua vez, levou a con- 
clusao de que anos antes da exposigao de celulas normals de camundongo C3H10T1/2 ao carci- 
nogeno 3-MC ocorreu a formagao de um linico alelo oncogenetico mutante; este era capaz de, 
por si so, transformar tanto celulas C3H10T1/2 como, mais tarde, as cdulas NIH 3T3 receptoras 
nas quais foi introduzido por transferencia de genes. 

Esses experimentos de transfecgao foram muito importantes, uma vez que forneceram fortes 
indicagoes de que oncogenes podem surgir nos genomas de celulas por meio de mecanismos 
que aparentemente nao tern conexao com infeegao viral. Possivelmente celulas tumorais hu- 
manas, que tambem pareceram surgir via mecanismos nao-virais, tambem carregavam onco¬ 
genes transfectaveis. Seriam os oncogenes humanos, se presentes nos genomas destas celulas, 
tambem capazes de alterar o comportamento de celulas de camundongo? 

Ambas as questoes em seguida serao respondidas como afirmativas. DNAs extrai'dos a partir 
de linhagens celulares derivadas de carcinomas humanos de bexiga, pulmoes e colon, assim 
como DNA de leucemia promieloci'tica humana, foram capazes de transformar celulas recep- 
toras NIH 3T3 (Figura 4.3). Isso significa que oncogenes nessas linhagens celulares, qual- 
quer que seja sua natureza, foram capazes de atuar independentemente dos limites entre 
especies e tecidos para induzir a transformagao celular. 


4.3 


Os oncogenes descobertos nas linhagens de celulas tumorais 
humanas estao relacionados com aqueles carregados pelos 
retrovirus transformantes 


Os oncogenes detectados por transfecgao nos genomas de varias celulas tumorais humanas 
eram evidentemente derivados de genes celulares normals preexistentes que nao tern a fungao 
oncogenica. Isso pareceu corresponder ao processo que levou ao aparecimento de retrovirus 
transformantes (Segao 3.9). Lembre que durante a formagao destes virus, genes celulares 
normals preexistentes — proto-oncogenes — se ativaram em oncogenes potentes, embora por 
um mecanismo genetico distinto. 

Esses paralelos aparentes levaram a uma questao obvia: poderia o mesmo grupo de proto¬ 
oncogenes celulares tornar-se ativado em oncogenes pela obtengao de retrovirus em um con- 
texto e por mutagenicos nao-virais em outro? Ou os oncogenes associados a retrovirus e 
aqueles ativados por mecanismos nao-virais surgiram a partir de dois grupos muitos distintos 
de proto-oncogenes celulares? 
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FIgura 4.4 Procedimentos de Southern e Northern blotting 0 uso desses 
procedimentos de blotting tornam possivel a detecgao de fragmentos 
especificos do genoma da celula (ou transcritos de RNA especificos) se uma 
sonda de DNA marcada radloativamente estiver dlsponivel. (A) Tanto 
fragmentos de DNA que foram gerados pela cllvagem de DNA genomico com 
enzimas de restrigao (em urn Southern blot) como uma mistura de RNAs 
celulares (em urn Northern blot) sao separados por eletroforese em gel. (B) 0 
pedago de gel e entao colocado abalxo de urn filtro de nitrocelulose, e toalhas de 
papel (ou outro material absorvente) sao utlllzadas para absorver o fluido atraves 
do gel, permltindo que as molecules de DNA (ou RNA) sejam adsorvidas no papel 
filtro, criando uma replica das suas posigoes no gel. (C) 0 papel filtro e retirado do 
gel e (D) colocado em urn saco plastico juntamente com uma solugao de sonda 
radioativa (rosa). (E) A hibridizagao da sonda com moleculas de DNA 
complementar (ou RNA) adsorvidas para o filtro e a subsequente auto-radiografia 
com uma emulsao fotografica permits a detecgao de fragmentos de DNA (ou RNA) 
que estavam presentes na preparagao inicial de DNA (ou RNA); estes se 
manifestam por bandas de granules de prata sobre o gel. (A partir de B. Alberts et 
al.. Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002*.) 
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O uso de sondas de DNA especfficas para oncogenes associados a retrovirus forneceu rapida- 
mente as respostas. Pelo uso do procedimento de Southern blot (Figura 4.4), uma sonda de 
DNA derivada do oncogene W-ras no virus do sarcoma Harvey de rato foi capaz de reconhe- 
cer e formar hi'bridos com o oncogene detectado pela transfecgao no DNA de uma celula de 
carcinoma humano de bexiga (Figura 4.5). Um oncogene relacionado, chamado de K-wr por 
causa da sua presenga no genoma do virus do sarcoma de Kirsten, foi capaz de anelar com o 
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^ Publicado, em portugues, pela Artmed Editora, com o tltulo Biologia Molecular da Celula, em 2004. 


Figura 4.5 Homologia entre oncogenes 
transfectados e oncogenes retrovirais 0 
procedimento de Southern blot (ver Figura 
4.4) foi ufilizado para determinar se existia 
alguma relagao entre os oncogenes 
associados a retrovirus e aqueles 
descobertos pela transfecgao de DNA de 
celulas tumorais. DNAs de oncogenes 
retrovirais clonados foram usados para 
fazer sondas marcadas radloativamente, 
enquanto DNAs genomicos de celulas 
transfectadas, clivados por enzimas de 
restrigao, foram analisados pelo, 
procedimento de Southern blot. E mostrado 
0 anelamento entre a sonda do oncogene 
H-ras marcada radloativamente (clonada a 
partir do genoma do virus do sarcoma 
murino de Harvey) e os DNAs genomicos 
de uma serie de 11 linhagens de celulas 
NIH 3T3 (canaletas de a ate k) que foram 
transformadas por transfecgao do DNA 
extraldo a partir de uma linhagem celular de 
carcinoma humano de bexiga; o DNA de 
celulas NIH 3T3 nao-transfectadas foi 
analisado na canaleta I. (A parfir de L.F. 
Parada ef al.. Nature 297:474-478, 1982.) 
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oncogene detectado pela transfec^ao de DNA a partir de uma linhagem celular de carcinoma 
humano de colon. 

A lista de conexoes entre os oncogenes associados a retrovirus e os oncogenes presences em 
tumores humanos nao-induzidos por virus logo cresceu com grande velocidade (Tabela 4.1). 
Nesses casos, as conexoes freqiientemente foram forjadas apos a descoberta de que oncogenes 
associados a retrovirus estavam presences em um niimero aumentado de copias nos genomas 
celulares de tumores humanos. Observou-se que o oncogene myc, originalmente conhecido 
pela sua presen^a no virus da mielocitomatose aviaria (AMV; veja a Se 9 ao 3.10), estava pre¬ 
sence em multiplas copias no DNA da linhagem celular HL-60 da leucemia promielocltica 
humana. Essas copias extras do gene myc (cerca de 1 a 20 por genoma diploide) foram o 
resultado do processo de amplifica^ao genica, e sugeriu-se que elas causaram nlveis propor- 
cionalmente elevados do seu produce proteico; isso de alguma forma favoreceu a proliferaq:ao 
das cdulas cancerlgenas. Observou-se que o gene erb, primeiramente descoberto pela sua 
presen^a no genoma do virus da eritroblastose aviaria (AEV; consultar Tabela 3.3), estava 
presence em um niimero de copias aumentado nos DNAs de celulas de tumor de estomago, 
mama e cerebro humanos. (Eritroblastose e uma malignidade de precursores de celulas ver- 
melhas do sangue.) Atualmente acredita-se que a expressao elevada do homologo do gene 
erbB esta presente na maioria dos carcinomas humanos. 

Em 1987, a amplifica^ao do gene relacionado a erbB, conhecido tambem como erbB2, neu 
ou HER2, foi reportada em varios canceres de mama (Figura 4.6A). Observou-se que aumen- 
tos no niimero de copias do gene em mais de cinco copias por celula cancerosa estavam 
relacionados com uma baixa sobrevivencia de pacientes que carregam esses tumores (Figura 
4.6B). (Esta figura mostra um grafico de Kaplan-Meier, no qual a porcentagem de pacientes 
que sobrevivem esta representada nas ordenadas em fun^ao do tempo apos o diagnostico 
inicial ou tratamento, que esta representado na abscissa. Usaremos essa conven^ao grafica 
repetidamente ao longo deste livro.) Significativamente, a amplifica^ao observada do gene 
erbB2/HER2 foi correlacionada com uma expressao elevada da sua protelna codificante (Fi- 


TABELA 4.1 Exemplos de oncogenes associados a retrovirus que foram descobertos em formas alteradas de canceres humanos 


Nome do virus 

Especie 

Oncogene 

Tipo de oncoproteina 

Oncogene homologo encontrado 
em tumores humanos 

sarcoma de Rous 

galinha 

sre 

receptor TK 

carcinoma de colon® 

leucemia Abelson 

camundongo 

abl 

nao-receptor TK 

CML 

eritroblastose aviaria 

camundongo 

erbB 

receptor TK 

estomago, pulmoes, mama^’ 

sarcoma felino de McDonough 

gato 

fms 

receptor TK 

AML® 

H-Z felino 

gato 

kit 

receptor TK^^ 

estroma gastrintestinal 

sarcoma murino 3611 

camundongo 

raf 

cinase SerAThr® 

carcinoma de bexiga 

sarcoma simio 

macaco 

sis 

fator de crescimento (PDGF) 

varios tipos* 

sarcoma de Harvey 

camundongo/rato 

H-ras9 

proteina G pequena 

carcinoma de bexiga 

sarcoma de Kirsten 

camundongo/rato 

K-ras^ 

proteina G pequena 

varios tipos 

eritroblastose aviaria 

galinha 

erbA 

receptor nuclear^' 

figado, rins, pituitaria 

mieloblastose aviaria E26 

galinha 

ets 

fator de transcrigao 

leucemia' 

mielocitoma aviario 

galinha 

myd 

fator de transcrigao 

varios tipos 

reticuloendoteliose 

peru 

ret'' 

fator de transcrigao 

linfoma 


AML = leucemia mielogena aguda; CML = leucemia mielogena cronica. 

“Formas mutantes encontradas em um pequeno numero destes tumores. 

^Receptor para EGF; a proteina erbB2/FIER2/Neu relacionada e superexpressa em 30% dos canceres de mama. 

“Fms, 0 receptor para o fator estimulador de colonies (CSF-1), e encontrado na forma mutante em um pequeno numero de AMLs; a proteina Flt3 (tirosina oinase-3 
semelhante a Fms) relacionada e frequentemente encontrada na forma mutante nessas leucemias. 

•^Receptor para o fator de oelulas-tronco. 

“A proteina B-Raf intimamente relacionada e mutante na maioria dos melanomas. 

A proteina e superexpressa em varios tipos de tumores. 

80 gene relacionado N-ras e encontrado na forma mutante em uma variedade de tumores humanos. 

^'Receptor para o hormonio da tireoide. 

Vinte e sete membros distintos da familia Ets de fatores de transcrigao sao codificadas no genoma humano. Ets-1 e superexpressa em varios tipos de tumores; outras 
estao envolvidas nas translocagoes em AML e nos sarcomas de Ewing. 

iO gene relacionado N-myc e superexpresso em neuroblastomas pediatrioos e carcinomas de pequenas celulas dos pulmoes. 

^Rel e um membro de uma familia de proteinas que constituem o fator de transcrigao NF-kB, que e ativado constitutivamente em um ampio espectro de tumores 
humanos. 

Adaptada, em parte, a partir de J. Butel, Carcinogenesis 21:405-426, 2000; e G.M. Cooper, Oncogenes, 2nd ed. Boston and London: Jones and Barlett, 1995. 
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gura 4.6C). Entre um amplo grupo de pacientes com cancer de mama, aqueles indivi'duos 
cujos tumores expressaram m'veis normals dessa protema mostraram uma sobrevivencia me¬ 
dia de apenas tres anos. A correla^ao inversa entre os mVeis de expressao de erbB2/neu e a 
sobrevivencia dos pacientes por longo perfodo forneceu uma forte indica^ao que esse gene, 
na forma amplificada, estava casualmente envolvido no direcionamento do crescimento ma- 
ligno das celulas do cancer de mama (veja a Barra Lateral 4.3). 

Ironicamente, alelos mutantes do oncogene src, o primeiro oncogene celular a ser descoberto, 
provaram ser elusivo nos genomas celulares de tumores humanos. Em 1999 - quase um 
quarto de seculo depois de o gene src ter sido clonado -, formas mutantes do gene src foram 
encontradas nos genomas de celulas tumorais humanas, especificamente, nos genomas de 
12% dos carcinomas humanos avan^ados de colon. 

O ensinamento dessas inumeras conexoes cruzadas foi simples e claro: varies dos oncogenes 
originalmente descobertos pela sua associa^ao com retrovirus aviarios ou de mami'feros pude- 
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Figura 4.6 Amplificagao do oncogene erbB2l 
neu nos canceres de mama (A) 0 
procedimento de Southern blotting foi 
utilizado para determinar se o DNA dos 
carcinomas humanos de mama carregavam 
copias extras (i. e.,amplificadas) do 
oncogene erbB2lneu (tambem chamado de 
HER2), um parente proximo do oncogene 
erbB. Como indicado pelas bandas escuras 
que representam os fragmentos gerados por 
enzimas de restrigao, alguns carcinomas 
humanos de mama carregam copias extras 
desse gene. (B) Esta amplificagao genica 
esta correlacionada com um pior prognostico 
para o paciente com cancer de mama, como 
indicado pelo grafico de Kaplan-Meier. 
Aqueles pacientes cujos tumores carregavam 
mais do que cinco copias do gene erbB2/neu 
estavam bem mais inclinados a sofrer uma 
reincidencia nos primeiros 18 meses ap6s o 
diagnostico e tratamento do que aqueles 
pacientes cujos tumores nao apresentavam 
essa amplificagao. (Todos os pacientes 
incluidos nesse estudo apresentavam celulas 
cancerosas de mama nos linfonodos que 
drenam a mama envolvida.) (C) Um trabalho 
subsequente indicou que, enquanto o 
oncogene erbB2/neu era amplificado em 
alguns tumores (“DNA"), outros 
superexpressavam o mRNA sem 
amplificagao genica (“RNA"), e, ainda outros, 
expressavam niveis aumentados da protetna 
sem indicagoes da amplificagao genica ou 
transcrigao elevada (“proteina”). 0 aumento 
da proteina ErbB2/Neu tambem pode ser 
demonstrado pela coloragao de codes de 
tecido com um anticorpo que reage com a 
proteina e produz uma coloragao densa 
{marrom) em alguns tumores, mas nao em 
outros (“imuno-histoquimica"). (A e B, a partir 
de D.J. Slamon et al.. Science 235:177-182, 
1987; cortesia de D.J. Slamon.) 
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Barra Lateral 4.3 A amplifica 9 ao genica pode ser difi'cil de ser in- 
terpretada A descoberta de que o gene erbB2/neu/HER2 e amplifi- 
cado em cerca de 30% dos canceres humanos de mama e de que essa 
amplifica^ao esta correlacionada com um mau prognostico (veja a 
Figura 4.6) pareceu explicar como os canceres de mama altamente 
malignos adquirem seu fenotipo agressivo. Sabe-se que a sinaliza^ao 
elevada pela protema ErbB2 direciona as celulas para ciclos infini¬ 
tes de crescimento e divisao e tambem as protege da morte celular 
programada - a apoptose. Entretanto, analises dos padroes de ex- 
pressao (Figura 4.7) geram mais interpretaqoes complexas. Na ana- 
lise do arranjo de expressao mostrado aqui, os m'veis de expressao 
de um grupo de 160 genes que flanqueiam esse gene (neste caso, 
marcado como ERBB2) em ambos os lados ao longo do cromosso- 
mo humano 17q, juntamente com a propria expressao desse gene, 
foram monitorados em uma serie de 360 canceres humanos de 
mama. A expressao elevada esta indicada em vermelho, enquan- 
to a expressao normal esta indicada em verde. Como e aparente, em 
cerca de um quarto desses canceres de mama {quarto direito do ar¬ 


ranjo), a expressao do RNA de erbB2/neu/HER2 estava elevada, como 
pode ser esperado da amplifica^ao que ele sofreu em varios desses 
tumores. Ao mesmo tempo, em varios desses tumores, a expressao 
de genes intimamente relacionados localizados em ambos os lados 
desse gene tambem estava elevada. Isso reflete o fato de que a unida- 
de de amplifica^ao de DNA - o amplicon - quase sempre inclui'a 
uma extensao de DNA cromossomal que era muito mais longa do 
que o proprio gene erbB2lneulHER2, levando a co-amplifica^ao des¬ 
ses genes vizinhos. Entre esses genes estao varios que tambem po- 
dem influenciar positivamente a prolifera^ao e sobrevivencia celu¬ 
lar, incluindo GRB7 e PPARB, cujos produtos proteicos interagem 
com ErbB2 (veja o Capi'tulo 5) e com o circuito da apoptose (veja o 
Capi'tulo 9), respectivamente. Ainda, em tais casos, alguns genes 
co-amplificados podem estar colaborando para orquestrar o fenoti¬ 
po maligno das celulas do cancer de mama humano e torna-se difl- 
cil atribuir fenotipos especi'ficos de celulas cancerosas a elevada ex¬ 
pressao de apenas um linico gene, como o erbB2lneulHER2 aqui 
discutido. 


17q12 
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Figura 4.7 Aumento da expressao dos 
genes 17q juntamente com a 
superexpressao de HER2/Neu/erbB2 A 
amplificagao de um gene, como HER2/ 
Neu/erbB2 (i. e., HER2), ocorre como 
consequencia da amplificagao de um 
segmento cromossomal inteiro - um 
amplicon que normalmente se 
estende alem desse gene para ambos 
os lados por varias megabases. Como 
0 amplicon abrange genes adicionais, 
estes tambem serao amplificados e 
podem afetar o fenotipo da celula 
tumoral (neste caso, aquele das celulas 
do cancer de mama). 0 mapa de 
alguns desses genes identificados, que 
flanqueiam HER2/Neu/erbB2 em ambos 
os lados, e fornecido {barra vertical 
vermelha, direita). Neste caso, amostras 
de RNA de tumores de mama primaries 
foram analisadas {colunas, da esquerda 
para direita), enquanto sondas para 160 
genes distintos nesta regiao 
cromossomal foram ordenadas na 
ordem da sua localizagao ao longo do 
Cromossomo 17q humano (I. e., o 
brago longo do Cromossomo 17) 
{fileiras, de cima para baixo). Aqueles 
tumores com padroes similares de 
expressao genica, incluindo a 
expressao elevada de HER2, foram 
agrupados por um computador e estao 
reunidos na direita. Como e evidente, 
os genes que flanqueiam HER2 
tambem foram superexpressos em 
varios destes tumores. (Cortesia de 
L.D. Miller.) 
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ram ser encontrados mutados em um estado ativado nos genomas de celulas humanas tumo- 
rais. Isso significou que um grupo comum de proto-oncogenes celulares poderia ser ativado 
ou por retrovirus (em animals) ou, alternativamente, por mecanismos de mutagao nao-virais 
que operam durante a formagao dos canceres humanos. 


4.4 Pro-oncogenes podem ser ativados por mudan^as geneticas 
que afetam ou a expressao da protefna ou a sua estrutura 


Enquanto um mimero de proto-oncogenes era encontrado na forma oncogenica ativada, nos 
genomas de tumores humanos, as alteragoes geneticas precisas que levaram a varias dessas 
ativagoes ainda nao estao claras. No caso dos oncogenes associados a retrovirus, um mecanis- 
mo tornou-se obvio, uma vez que a organizagao dos genomas retrovirais transformantes era 
desconhecida. Na celula normal, a expressao de cada proto-oncogene pareceu ser regula- 
da pelo seu proprio promotor transcricional - a seqiiencia de DNA que controla o nivel 
da sua transcri^ao. O promotor de cada proto-oncogene permite que o gene responda a 
uma variedade de sinais fisiologicos. Freqtientemente as necessidades das celulas, comu- 
nicadas por sinais, fizeram com que um proto-oncogene fosse expressado em niveis mui- 
to baixos. Em outros casos, quando exigido pela celula, a expressao do gene poderia ser 
bastante induzida. 


Uma situagao completamente diferente se estabelece depois que um proto-oncogene foi adqui- 
rido por um retrovirus. Apos a inser^ao no genoma do retrovirus, a expressao desse gene 
capturado foi controlada por um promoter transcricional do retrovirus (veja a Figura 3.19), 
que invariavelmente conduziu a expressao genica de maneira continua e a altos niveis. A 
transcri 9 ao desses genes associados a virus, agora oncogenes, entao nao era mais responsiva 
aos sinais celulares que antes regulavam a sua expressao. Por exemplo, no caso de c-myc, a sua 
expressao ou repressao (i. e., interrupgao) em geral e muito controlada pelas alteragoes de 
niveis de sinais extracelulares, como aqueles conduzidos pelos fatores de crescimento mitoge- 
nicos (a serem discutidos no Capitulo 5). Uma vez presente no genoma do virus da mieloci- 
tomatose aviaria (AMV), observa-se que a expressao desse gene (agora chamado de v-myc) 
esta em niveis muito mais altos dos que normalmente sao observados nas celulas e ocorre em 
niveis constantes (as vezes chamados de constitutivos). 

Mas como um proto-oncogene humano W-ras normal se converteu no potente oncogene que 
foi detectado por transfeegao do DNA do carcinoma humano de bexiga (uma celula normal 
humana) (veja a Segao 4.2)? A amplificagao genica nao poderia ser invocada para expbear a 
sua ativagao, ja que esse oncogene pareceu estar presente no DNA do carcinoma de bexiga 
como gene de simples copia. O “quebra-cabega” cresceu quando esse oncogene H-mr de 
carcinoma de bexiga foi isolado por clonagem molecular (Barra Lateral 4.4). Ele foi localiza- 
do em um fragmento de DNA genomico de 6,6 quilobases de comprimento. De forma 
provocativa, um fragmento de DNA com tamanho identico foi encontrado em DNAs hu¬ 
manos normals. O ultimo fragmento claramente representou o proto-oncogene W-ras huma¬ 
no - o gene normal que sofreu algum tipo de mutagao que o converteu em um oncogene 
durante a formagao do carcinoma de bexiga. 

Enquanto as suas estruturas de DNA gerais eram muito similares, essas duas versoes do gene 
W-ras se apresentaram de maneiras muito diferentes. O oncogene que foi clonado a partir de 
celulas de carcinoma humano de bexiga causou a transformagao de celulas NIH 3T3, en¬ 
quanto o proto-oncogene contraparte normal (i. e., o gene W-ras normal) nao tinha essa 
habilidade. O misterio aprofundou mais quando um mapeamento mais detalhado das estru¬ 
turas fisicas desses dois segmentos de DNA - obtido pelo mapeamento dos sitios de clivagem 
de varias enzimas de restrigao - revelou que as duas versoes do gene tinham estruturas fisicas 
gerais que eram indistinguiveis entre elas. 

Ate entao, claramente, as duas versoes do gene W-ras tinham algumas diferengas signifi- 
cativas nas suas sequencias, pois funcionavam de maneira muito distintas. A diferenga 
critica na sequencia foi inicialmente localizada pela recombinagao de segmentos do pro- 
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DNA de tumor humano 


genoma das celulas de 
camundongo transformadas e 
transfectadas primeiramente 


Barra Lateral 4.4 Clonagem de oncogenes transfecrados O oncogene 
da linhagem celular T24/EJ do carcinoma humano de bexiga foi clona- 
do por dois grupos de pesquisa antes que a sua rela 9 ao com o oncogene 
H-ras dos virus do sarcoma de Harvey fosse conhecida. Esses grupos 
encararam o desaflo de isolar um gene sem conhecer nada sobre a sua 
seqiiencia ou estrutura. Um grupo de pesquisadores transfectou DNA 
de celulas de carcinoma humano de bexiga em celulas NIH 3T3 de 
camundongo (Figura 4.8). Eles usaram Southern blotting (veja a Figura 
4.4) para detectar o DNA doador aproveitando sondas que eram espe- 
cificas para as seqiiencias repeti 96 es Alu, que estao espalhadas aleato- 
riamente pelo genoma humano em quase 
um milhao de locals, mas estao ausentes 
do genoma de camundongo. (Mais preci- 
samente, seqiiencias repetidas de camun- 
dongos distantemente relacionadas nao sao 
reconhecidas por sondas de DNA que sao 
especificas para as repeti 96 es Alu huma- 
nas.) Dessa forma, seqiiencias Alu estao 
presentes no genoma humano, em media, 
a cada 5 kb aproximadamente. Por conse- 
qiiencia, era provavel que o oncogene do 
carcinoma humano de bexiga carregasse 
consigo algumas seqiiencias Alu humanas 
para as celulas de camundongo receptoras 
durante o procedimento de transfec 9 ao. 

De fato, os pesquisadores encontraram 
um numero relativamente pequeno de se¬ 
qiiencias Alu humanas (cerca de 0,1% de 
um total de genoma humano possuidor 
de seqiiencias Alu\ veja a Se 9 ao 4.2) nos 
genomas de celulas de camundongo trans¬ 
formadas, transfectadas. Eles entao prepa- 
raram DNA genomico total a partir das 
celulas NIH 3T3 transformadas e as trans- 
fectaram mais uma vez para dentro de ce¬ 
lulas NIH 3T3 frescas e isolaram as celu¬ 
las transformadas que surgiram depois 
deste segundo ciclo de transfec 9 ao. Mais 
uma vez, apenas cerca de 0,1% do DNA 
doador foi transferido do doador para o 
receptor (veja a Figura 4.8). Nessas celu¬ 
las transfectadas pela segunda vez, as uni- 
cas seqiiencias Alu humanas que sobrevi- 
veram aos dois ciclos de transfec 9 ao fo- 
ram aquelas que estao intimamente re¬ 
lacionadas ao oncogene responsavel pela 
transforma 9 ao observada (i. e., eles fo- 
ram “carregados ao longo da jornada” 
juntamente com o oncogene humano 
cujo fenotipo estava sendo selecionado). 

Os pesquisadores entao utilizaram uma 
sonda com uma seqiiencia humana espe- 
ci'flca a Alu para identificar a presen 9 a de 
um fragmento de DNA contendo Alu em 
uma cole 9 ao (uma biblioteca genomica) 
de fragmentos de DNA preparada a partir 
de DNA genomico das celulas transfecta¬ 
das pela segunda vez. Eles resgataram esse 
fragmento usando procedimentos padroes 
de clonagem de genes. O segmento de 


DNA clonado contendo Alu foi encontrado carregando, em adi 9 ao, o 
oncogene do carcinoma de bexiga procurado ha tempo. 

O outro grupo de pesquisa usou um procedimento que fez com 
que o gene do carcinoma de bexiga se tornasse intimamente ligado a 
um gene bacteriano durante o primeiro evento de transfec 9 ao. Eles en¬ 
tao seguiram o destino deste segmento bacteriano por um outro ciclo 
de transfec 9 ao e, pela utiliza 9 ao de uma sonda especifica para ele, fo- 
ram capazes de isolar tanto o segmento bacteriano como a celula de 
carcinoma de bexiga ligada a partir das celulas transfectadas por clona¬ 
gem molecular. 
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oncogene 
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QUEBRA DE DNA E TRANSFECQAO 
SECUNDARIA PARA DENTRO DE 
UMA NOVA CELULA DE CAMUNDONGO 


Figura 4.8 Clonagem de oncogenes humanos transfectados Esta estrategia para clonar o oncogene 
presente no carcinoma humano de bexiga dependeu da presenga das sequencias Nu {segmentos em 
vermelho), que estao presentes em quase um milhao de copias espalhadas pelo genoma humano 
(segmentos em corlaranja). Como consequencia, virtualmente todos os genes humanos estao 
intimamente relacionados com uma ou mais das sequencias A/u. Se o DNA genomico de uma celula 
tumoral humana que carrega um oncogene (segmento em azul) e transfectada para dentro de uma 
celula de camundongo (cujo DNA [linha em marrom-claro] nao tern sequencias intimamente 
relacionadas as sequencias humanas), o DNA humano introduzido pode ser detectado pelo uso de 
uma sonda especifica para A/u em procedimentos de Southern blotting (veja a Figura 4.4). Como tantas 
sequencias humanas Alu foram co-introduzidas juntamente com o oncogene humano para dentro de 
uma celula de camundongo transformada inicialmente, o DNA deste transformante foi exfraldo, 
fragmentado e usado em um segundo ciclo de transfecgoes, mais uma vez para dentro de celulas de 
camundongo. 0 unico DNA humano e sequencias Alu associadas que estavam presentes em celulas 
transformadas secundariamente foram aqueles que estavam intimamente relacionadas ao oncogene 
humano (cuja presenga foi selecionada por causa do fenotipo transformado que ele causou naquelas 
celulas). Uma biblioteca genomica pode entao ser feita a partir do DNA desses transformantes 
secundarios, e o clone de DNA contendo o oncogene pode ser identificado (usando uma sonda 
especifica para Alu), resultando na clonagem do oncogene do carcinoma de bexiga. 
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focos detectados 

proto-oncogene clonado transfecgao apds a transfecgao 


oncogene clonado 
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fragmento de 350 pb 



submetido a analise de sequencia para determinar 
a mutagao responsavel pela atividade 


Figura 4.9 Localizagao de uma mutagao 
ativadora de oncogene Os DMAs clonados 
de urn oncogene de carcinoma humano de 
bexiga {segmentos em vermelho) e o proto¬ 
oncogene humano Fl-ras intimamente 
relacionado (segmentos em verde) foram 
clivados por enzimas de restrigao nos sitios 
indicados (setas verticals), e genes 
recombinantes foram sintetizados pela 
ligagao (uniao) dos fragmentos de DNA 
resultantes a partir das duas fontes e 
testando as moleculas hibridas de DNA 
para sua atividade transformadora usando 
0 ensaio de transfecgao-foco (veja a Figura 
4.2). Isso tornou possivel localizar 
progressivamente a mutagao responsavel 
pela ativagao do oncogene em urn 
pequeno segmento de 350 pares de bases, 
que entao poderia ser submetido a uma 
analise de sequencia para determinar as 
alteragdes precisas da sequencia que 
distinguiram as duas versoes alelicas deste 
gene. (A partir de C.J. Tabin et al., Nature 
300:143-149, 1982.) 


to-oncogene clonado com outros segmentos que derivam a partir do oncogene (Figura 
4.9). Isso tornou possivel limitar as diferengas criticas para um segmento de apenas 350 
pares de base de comprimento. 

O “quebra-cabega” foi finalmente resolvido quando os segmentos de 350 pb corresponden- 
tes, a partir do proto-oncogene e do oncogene, foram submetidos a uma analise da sequencia 
de DNA. A diferenga cn'tica foi extraordinariamente sutil - uma unica substituigao de base 
na qual um residue G (guanosina) no proto-oncogene foi substituido por um T (timidina) 
no oncogene. A substituigao de apenas uma base — uma mutagao pontual — pareceu ser tudo 
que era necessario para converter o gene normal em um potente oncogene (Figura 4.10)! Essa 
descoberta importante foi realizada simultaneamente em tres laboratories, eliminando todas 
as diividas sobre a sua exatidao. 

A descoberta dessa mutagao pontual representou um marco significative na pesquisa do can¬ 
cer. Foi a primeira vez que uma mutagao foi descoberta em um gene que casualmente contri- 
buiu para o crescimento neoplasico de um cancer humano. Igualmente importante, pareceu 
que essa alteragao genetica surgiu come uma mutagao somatica. 

Com essa informagao em maos, pesquisadores puderam desenvolver uma provavel explicagao 
para a origem do carcinoma de bexiga e, por extensao, de outros tumores similares. Foi dito 
que o determinado carcinoma de bexiga, a partir do qual o oncogene H-ras foi clonado, teve 

Figura 4.10 Mutagao responsavel pela 
ativagao do oncogene Fl-ras Como 
indicado na Figura 4.9, a diferenga critica 
entre o oncogene de carcinoma humano 
de bexiga e seu proto-oncogene poderia 
estar localizada em um fragmento 
subgenico de 350 pares de bases. As 
sequencias dos dois fragmentos de 
DNA, do oncogene e do proto-oncogene, 
com 350 nucleotideos de comprimento, 
foram enfao deferminadas. As duas 
diferem em um unico nucleotideo, que 
afetou 0 122 codon da fase de leitura 
(seta) de Fl-ras, convertendo o 
normalmente presente codon que 
codifica para glicina em um que codifica 
para valina. (A partir de C.J. Tabin et al.. 
Nature 300:143-149, 1982.) 


CCCGGG CCGCAGGCCC TTGAGGAGCG 


gly 

met thr glu tyr lys leu val val val gly ala GGC 
ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG GTG GTG GGC GCC GTC 

val 


^proto-oncogene 

gly val gly lys ser ala leu thr 
GGT GTG GGC AAG AGT GCG CTG ACC 

"oncogene 


processamento 


lie gin leu lie gin asn his phe val asp glu tyr asp pro thr ile glu 
ATC CAG CTG ATC CAG AAC CAT TTT GTG GAC GAA TAG GAC CCC ACT ATA GAG GTGAGCCTGC 


GCCGCCGTCC AGGTGCCAGC AGCTGCTGCG GGCGAGCCCA GGACACAGCC AGGATAGGGC TGGCTGCAGC 
CCCTGGTCCC CTGCATGGTG CTGTGGCCCT GTCTCCTGCT TCCTCTAGAG GAGGGGAGTC CCTCGTCTCA 
GCACCCCAGG AGAGGAGGGG GCATGAGGGG CATGAGAGGT ACC 
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origem em um homem de meia idade que esteve fumando por quatro decadas. Durante esse 
tempo, os carcinogenos presentes na fuma^a dos cigarros foram introduzidos em grandes 
quantidades em seus pulmoes e passaram de la pela corrente sangiimea ate seus rins, que 
excretaram tais especies qufmicas com a urina. Quando na bexiga, algumas das moleculas 
carcinogenicas presentes na urina penetraram nas celulas que a revestem e atacaram o seu 
DNA. Em uma ocasiao, um carcinogeno mutagenico introduziu uma muta^ao pontual no 
proto-oncogene W-ras de uma celula epitelial. Desde entao, essa celula mutante e suas des- 
cendentes proliferaram sem controle, sendo dirigidas pela a^ao transformante potente do 
oncogene W-ras que elas carregavam. O resultado, anos mais tarde, foi uma grande massa 
tumoral que foi fmalmente diagnosticada. 

Um dado importante e que a substitui^ao de par de base ocorreu na fase de leitura do 
gene W-ras - a por^ao do gene dedicada a codificar a seqiiencia de aminoacidos (veja a 
Figura 4.10). Em particular, essa muta^ao pontual causou a substitui^ao de um residuo 
de glicina presente na protema codificada por W-ras normal por um residuo de valina. 
Os efeitos dessa substituifao de aminoacidos na fun 9 ao da oncoproteina W-ras serao 
discutidos mais tarde nos Capitulos 5 e 6 . 

A descoberta dessa muta 9 ao pontual estabeleceu um mecanismo para ativa^ao de onco¬ 
gene que era bem diferente daquele responsavel pela cria^ao dos oncogenes myc. No caso 
do W-ras, uma altera^ao na estrutura da protema codificada pareceu ser critica. No caso 
contrario de myc, a desregula^ao da sua expressao pareceu ser importante para lire passar 
as formas oncogenicas. 

Dentro de uma decada, observou-se um grande mimero de tumores humanos que carregam 
muta 96 es pontuais em um dos tres genes ras presentes no genoma de mamiferos: W-ras, K-ras 
e N-«t. Significativamente, em cada um desses tumores, a mutajao pontual que foi desco¬ 
berta estava presente em um dos tres codons especificos na fase de leitura de um gene ras. 
Como conseqtiencia, observou-se que todas as oncoproteinas Ras (feitas tanto pelo gene H, 
K ou N-mt) carregavam substitui^oes de aminoacidos nos residuos 12, 61 ou (menos fre- 
qiientemente) 13. Concluindo, mais de 20% dos tumores humanos que surgem em uma 
variedade de tecidos carregam tais genes ras com muta^ao pontual (Tabela 4.2). 

Ambos os mecanismos de ativa^ao — regulatorio e estrutural - podem colaborar para criar um 
oncogene ativo. No caso do oncogene myc carregado pelo virus da mielocitomatose aviaria, 
por exemplo, observou-se que a expressao desse gene era muito desregulada pelo promotor 
da transcri 9 ao do virus. Ao mesmo tempo, algumas sutis altera^oes na fase de leitura do 
oncogene myc (e, portanto, altera^oes na estrutura da sua oncoproteina codificada, Myc) 
mais adiante aumentaram as formas transformantes, ja potentes. Similarmente, foi observado 


TABELA 4.2 Uma lista de oncogenes ras com mutagoes pontuais carregadas por uma variedade 
de ceiuias tumorais humanas 


Tipo de tumor 

Proporgao (%) de tumores que carregam 
um gene ras com mutagao pontual® 

Pancreas 

90 K 

Tireoide (papilar) 

60 (H, K, N) 

Tireoide (folicular) 

55 (H, K, N) 

Colorretai 

45 (K) 

Seminoma 

45 (K, N) 

Mielodisplasia 

40 (N, K) 

Puimao (de celula nao-pequena) 

35 (K) 

Leucemia mielogena aguda 

30 (N) 

Figado 

30 (N) 

Melanoma 

15 (K) 

Bexiga 

10 (K) 

Rins 

10 H 


“H, K, e N referem aos genes humanos H-RAS, K-RAS e N-RAS, respectivamente. 


Adaptada de J. Downward, Nat. Rev. Cancer 3:11-22, 2003. 
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que o oncogene W-ras carregado pelo virus do sarcoma de Harvey carrega uma muta9ao 
pontual na sua fase de leitura (como aquela descoberta no oncogene do carcinoma de bexi- 
ga); ao mesmo tempo, ele foi muito superexpresso, sendo dirigido pelo promotor transcricio- 
nal do retrovirus. 


4.5 Variances de um tema: o oncogene myc pode surgir por via 
de ao menos tres mecanismos adicionais distintos 

A observa^ao de que o oncogene v-myc do virus da mielocitomatose aviaria (AMV) surgiu 
devido a desregula^ao da sua expressao apenas sugere os diversos mecanismos que sao capazes 
de cria-lo. Como citado na Se^ao 4.3, em alguns tumores humanos, a expressao do gene myc 
continua sendo dirigida pelo seu proprio promotor transcricional natural, mas foi observado 
que o niimero de copias desse gene estava aumentado para mVeis muitas vezes acima do que 
as duas copias presentes no genoma humano normal. Em 30% dos neuroblastomas da infan- 
cia, um parente proximo de c-myc, chamado de N-wyc, tambem pareceu estar amplificado, 
especificamente nos tumores mais agressivos desse tipo (Barra Lateral 4.5). Em ambos os 
casos, o niimero de copias aumentadas do gene resulta em aumentos correspondences no 
mVel dos produtos dos genes — as proteinas Myc e N-Myc. Como discutiremos mais tarde, 
no Capi'tulo 8, proteinas da familia Myc possuem potentes formas promotoras de crescimen- 
to. Como conseqiiencia, quando presentes em niveis excessivos, essas proteinas parecem di- 
recionar a prolifera9ao celular descontrolada. 

E importance observar as nota96es que sao utilizadas aqui e por todo este texto. Oncogenes 
nao-humanos sao normalmente escritos como palavras de tres letras miniisculas em italico 


Barra Lateral 4.5 A amplifica 9 ao de N-otj/c e os neuroblastomas de infancia A amplifica^ao do 
gene Yi-myc ocorre em cerca de 40% dos neuroblastomas pediatricos avan^ados, que sao tumores do 
sistema nervoso periferico. Essa amplifica^ao, que esta associada com a forma^ao de minutos duplos 
(DMs) ou regioes homogeneamente coradas (HSRs), representa um mal prognostico para o pacien- 
te (Figura 4.11). Com freqiiencia, observa-se que as HSRs, que concern miiltiplas copias da regiao 
genomica ao redor do gene N-wyc, foram desligadas da posi^ao cromossomal normal de N-iwjrc e, 
em um estudo, associou-se com no mi'nimo outras 18 regioes cromossomais diferentes. Por razoes 
desconhecidas, a amplifica^ao do gene N-wyc leva a uma distribui^ao bimodal das copias do gene, 
sendo que alguns tumores tern de 10 a 30 copias de genes, enquanto outros carregam 100 a 150. 
Originalmente, contudo, acreditava-se que a amplifica^ao de N-wyc fosse uma peculiaridade de neuro¬ 
blastomas (e assim um marcador de diagnostico especifico para essa doen^a em particular), ela agora foi 
observada em uma variedade de tumores neuroectodermais, incluindo astrocitomas e retinoblastomas; 
alem disso, carcinomas pulmonares de celulas pequenas, que tern caracterlsticas neuroendocrinais, fre- 
qiientemente tambem exibem genes amplificados. 



(B) 



Figura 4.11 Amplificagao de N-myc e 
prognostico de neurobiastoma (A) 0 gene 
N-myc e frequentemente amplificado em 
neuroblastomas da infancia humana. 
Multiplas copias desse gene foram 
defectadas (amarelo) pela tecnica de 
hibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISH). 0 fafo de elas estarem presentes, 
dispostas repetidamente em sequencia, 
dentro dos cromossomos (amareio) 
significa que elas constituem regioes 
homogeneamente coradas (HSRs) em vez 
de particulas extracromossomais - minutos 
duplos (DMs) que tambem sao 
frequentemente observadas nestes 
tumores. (B) Este grafico de Kaplan-Meier 
ilustra a sobrevivencia livre de eventos 
(EFS) de criangas que sofrem de 
neuroblastoma, isto e, nenhuma 
observagao ou ocorrencia clinicamente 
significativa relacionada ao cancer nos 
anos indicados seguidos do diagnostico 
inicial e do tratamento. Aqueles que 
tiveram amplificagao minima ou nenhuma 
de N-myc tern um prognostico muito bom 
e eventos clinicos minimos, enquanto 
aqueles que tern uma amplificagao 
extensiva de N-myc tern um prognostico 
muito pior e, assim, tempos de 
sobrevivencia mais curtos apos o 
diagnostico. (A, a partir de C. Lengauer et 
al., Nature 396:643-649, 1998; B, a partir de 
M.L. Schmidt et al., J. din. Oncol. 18:1260- 
1268, 2000.) 
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Tabela 4.3 Algumas regioes cromossomais frequentemente amplifioadas e os genes que sabidamente eles carregam 


Nome do oncogene® 

Looalizagao no 
cromossomo humano 

Canceres humanos 

Natureza da proteina 

erbBI 

7q12-13 

glioblastomas (50%); carcinomas 
de celulas escamosas (10-20%) 

RTK 

cab1-erbB2-grb7 

17q12 

carcinomas de estomago, de ovario e de mama (10-25%) 

RTK, proteina adaptadora 

k-sam 

7q26 

carcinomas de estomago e de mama (10-20%) 

RTK 

FGF-R1 

8p12 

carcinomas de mama (10%) 

RTK 

met 

7q31 

carcinomas de estomago (20%) 

RTK 

K-ras 

6p12 

carcinomas de pulmoes, de ovario e de bexiga (5-10%) 

proteina G pequena 

N-ras 

1p13 

canceres de cabega e pescogo (30%) 

TF 

c-myc 

8q24 

carcinomas, varias leucemias (10-50%) 

TF 

L-myc 

1p32 

carcinomas de pulmoes (10%) 

TF 

H-myc-DDX1 

2p24-25 

neuroblastomas, carcinomas de pulmoes (30%) 

TF 

akt-1 

14q32-33 

canceres de estomago (20%) 

ser/thr cinase 

ciclina D1-exp1-hst1-ems1 

(11q13) 

carcinomas de mama e de celulas escamosas (40-50%) 

ciclina G1 

cdk4-mdm2-sas-gli 

12q13 

sarcomas (40%) 

CDK, antagonista de p53 

ciclina E 

19q12 

canceres de estomago (15%) 

ciclina 

akt2 

(19q13) 

canceres de pancreas e ovarios (30%) 

ser/thr cinase 

AIBl BTAK 

(20q12-13) 

canceres de mama (15%) 

receptor co-ativador 

cdk6 

(19q21-22) 

gliomas (5%) 

CDK 

myb 

6q23-24 

carcinoma de colon, leucemias 

TF 

ets-1 

11q23 

linfoma 

TF 

gli 

12q13 

glioblastomas 

TF 

FGFR2 

10q26 

carcinomas de mama 

RTK 


“A listagem de varios genes indica a frequente co-amplificagao de um numero de genes intimamente relacionados; apenas os produtos dos genes mais 
frequentemente amplificados estao descritos na coluna da direita. 

Cortesia de M. Tereda, Tokyo, e adaptada de G.M. Cooper, Oncogenes, 2nd ed. Boston and London: Jones and Bartlett, 1995. 


(p. ex., myc) enquanto seus produtos proteicos sao escritos em fonte romana com a letra 
inicial maiiiscula (p. ex., Myc). O proprio proto-oncogene myc e frequentemente chamado 
de c-myc para distingui-lo dos seus dois genes primos, N-wyc e L-wyc. Para tornar o assunto 
mais confuso, os genes humanos seguem uma nomenclatura diferente, de modo que o gene 
myc humano e escrito MYC, e o seu produto proteico, MYC. Neste livro, geralmente usare- 
mos as convenqoes de acronimos de nao-humanos. 

O processo de amplificagiao genica, que e responsavel pelos aumentos no numero de copias 
myc, ocorre pela replicaqao preferencial de uma regiao limitada do DNA cromossomal, nao 
afetando as regioes cromossomais mais distantes (veja a Figura 4.7). Uma vez que a regiao do 
DNA cromossomal que sofre a amplificaqao — o amplicon - em geral inclui uma extensao de 
DNA mais longa do que o gene c-myc ou o N-myc (p. ex., normalmente incluindo 0,5 a 10 
megabases de DNA), as regioes cromossomais amplificadas sao, com freqiiencia, grandes o sufi- 
ciente para serem observadas na metafase da mitose por um microscopio optico. Frequentemente 
a amplifica^ao genica gera grandes disposi^oes lineares repetidas ao longo das regioes cromosso¬ 
mais que aparecem como regioes homogeneamente coradas (HSRs) ao microscopio (veja a Figura 
1.12). De forma alternativa, a regiao cromossomal que carrega um gene myc ou N-wyc podera 
ser desligada do cromossomo e podera ser vista como parriculas extracromossomais pequenas 
de replicaqao independente (minutos duplos; veja a Figura 1.12). Na verdade, agora sabemos 
que um numero de proto-oncogenes pode ser encontrado em um numero amplificado de 
copias de genes em varios tipos de tumores humanos (Tabela 4.3). 

Uma maneira mais incomum de desregular os m'veis de expressao de myc ja foi citada (veja a 
Seqao 3.11). Lembre que o mecanismo de mutagenese de inserqao faz com que a expressao 
do proto-oncogene c-myc seja colocada sob o controle transcricional de um pro-virus ALV 
que se integrou por perto no DNA cromossomal. A superexpressao constitutiva resultante do 
RNA de c-myc e dessa forma da proteina Myc resultou, mais uma vez, na inundaqao da celula 
com um excesso de sinais promotores do crescimento. 

Tal ativaqao pela integraqao de pro-virus sugeriu uma maneira mais geral de ativaqao do 
proto-oncogene c-myc\ mesmo enquanto continua a residir no seu sitio cromossomal nor- 
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(A) mosquitos 



(B) Linfoma de Burkitt 



Figura 4.12 Incidenoia do linfoma de Burkitt 
na Africa (A) A distribuigao geografica do 
mosquito Aedes simpsoni pela Africa, o 
qual se sabia ser urn vetor na transmissao 
da malaria. (B) A distribuigao geografica do 
linfoma infantil de Burkitt (BL), como 
originalmente documentado por Dennis 
Burkitt. Os dois mapas de distribuigao sao 
grosseiramente congruentes, o que sugeriu 
que a infecgao por malaria poderia ter side 
urn fator etiologico nesse linfoma. Alem 
disso, a presenga invariavel do genoma do 
virus Epstein-Barr (EBV) nas celulas 
tumorais BL indica urn segundo fator 
etiologico. Como as celulas tumorais 
evoluem, uma translocagao cromossomal 
envolvendo o gene c-myc se desenvolve, o 
que contribui para a proliferagao neoplasica 
dos linfdcitos B infectados por EBV. (A e B, 
a partir de A.J. Fladdow, em D.R Burkitt and 
D.H. Wright (eds), Burkitt's Lymphoma. 
Edinburgh and London: E. & S. Livingstone 
Co. and Baltimore: Williams and Wilkins.) 


mal, c-myc pode envolver-se no desenvolvimento de cancer caso fique sob o controle de 
promotores transcricionais estranhos. Na doenga do linfoma de Burkitt (BL), esse princi'pio 
foi validado de uma forma mais dramatica. Esse tumor ocorre com alguma freqtiencia entre 
criangas jovens no leste e no centro da Africa (Figura 4.12). Os agentes etiologicos dessa 
doenga incluem infeegoes cronicas pelo virus de Epstein-Barr (EBV, um parente distante do 
herpesvirus humano; Segao 3.4) e por parasitas da malaria. 


Nenhum desses fatores etiologicos emitiu uma luz na natureza de uma mudanga geneti- 
ca critica dentro das celulas do linfoma de Burkitt que seja responsavel pela proliferagao 
fora de controle destas celulas. Entretanto, um exame cuidadoso da distribuigao dos 
cromossomos na metafase das celulas tumorais revelou uma pista impressionante: as ce¬ 
lulas tumorais quase que invariavelmente carregavam translocagoes cromossomais (veja 
tambem a Figura 2.23). Tais alteragoes fusionaram a regiao de um cromossomo com 
uma outra regiao de um segundo cromossomo nao-relacionado (Figura 4.13). Obser- 


(A) 


(B) 


cromossomos 

normals 


linfoma de 
Burkitt t(8;14) 



gene da cadeia pesada da imunoglobulina (IgFf) 


Cromossomo 
14 normal 


Cromossomo 
8 normal 


I translocagao reciproca 
IgH oncogene myc 



+ 

proto-oncogene myc 




Figura 4.13 Translocagao cromossomal no linfoma de Burkitt (A) No 
genoma das celulas do linfoma de Burkitt (BL), a expressao do gene 
c-myc esta sob o controle das sequencias estimuladoras 
controladoras da transcrigao de um gene de imunoglobulina como 
consequencia direta das translocagoes cromossomais reciprocas. 
Essas translocagoes justapuseram genes de imunoglobulinas no 
Cromossomo 2, 14 ou 22 com o gene myc no Cromossomo 8. (Elas 
ocorrem em 9% [cadeia k], 16% [cadeia X] e 75% [cadeia pesada] 
das Bis, respectivamente.) A translocagao mais comum, t (8; 14), 
esta mostrada aqui. (B) Esta descrito um mapa genomico do evento 
de translocagao que coloca o gene c-myc (retangulo vermelho) no 


Cromossomo 8 sob o controle das sequencias das cadeias pesadas 
de imunoglobulinas (IgFI; retangulo cinza) presentes no 
Cromossomo humano 14. Como as sequencias estimuladoras de 
imunoglobulinas direcionam para uma alta expressao constitutiva, a 
modulagao normal da expressao de myc em resposta a sinais 
fisioldgicos esta anulada. 0 oncogene myc resultante inicialmente 
faz proteinas Myc com estrutura normal, mas em quantidades 
anormalmente alias. (Mutagoes pontuais que ocorrem 
subsequencialmente na fase de leitura de myc podem, mais adiante, 
potencializar a fungao da oncoproteina Myc.) (A partir de R Leder et 
al.. Science 222:765-771, 1983.) 
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vou-se que transloca^oes como essas freqiientemente sao redprocas, no sentido que uma 
regiao cromossomal do cromossomo A aterrisse no cromossomo B, enquanto o segmen- 
to deslocado do cromossomo B terminara ligado ao cromossomo A. No caso dos linfo- 
mas de Burkitt, tres transloca^oes cromossomais distintas alternativas foram encontra- 
das, envolvendo os Cromossomos humanos 2, 14 ou 22. As tres transloca^oes foram 
unidas pelo fato de que, em cada caso, a regiao de um desses tres cromossomos foi fusio- 
nada com uma se^ao do Cromossomo 8 . 

Em 1983, pesquisadores perceberam que o proto-oncogene myc poderia ser encontrado na 
regiao do Cromossomo 8 que esta envolvida nesses tres tipos distintos de transloca^ao. No 
outro lado do sitio de fusao (muitas vezes chamado de ponto de quebra do cromossomo), 
foram encontradas as seqiiencias promotoras da transcri^ao de qualquer um dos tres genes 
distintos de imunoglobulina (anticorpo). Assim, o agrupamento do gene da cadeia pesada da 
imunoglobulina e encontrado no Cromossomo 14, o gene da cadeia leve do anticorpo K e 
encontrado no Cromossomo 2 e o gene da cadeia leve do anticorpo X e encontrado no 
Cromossomo 22. (Existem evidencias claras de que as enzimas responsaveis pelo arranjo das 
seqiiencias de genes de anticorpos durante o desenvolvimento do sistema imune ocasional- 
mente perdem especificidade e, em vez de criarem um gene de anticorpo rearranjado, sem 
cuidado fusionam parte de um gene de anticorpo com o proto-oncogene myc) De forma 
parentetica, nada disso explica o papel de EBV na patogenese do linfoma de Burkitt (Barra 
lateral 4.6). 

Repentinamente, o grande esquema que sustenta estas altera^oes cromossomais comple- 
xas tornou-se claro, e era simples: tais transloca^oes separaram o gene myc do seu promo¬ 
ter transcricional normal e o colocaram, por sua vez, sob o controle de um dos tres 
reguladores de transcri^ao altamente ativos (veja a Figura 4.13). Uma vez que a sua 
expressao esta submetida aos promotores de genes de anticorpos, myc se torna um 
oncogene potente e dirige a prolifera^ao das celulas linfoides nas quais esses promo¬ 
tores da transcri^ao sao muito ativos. Como conseqiiencia, a prolifera^ao de uma celula 
rara que porventura tenha adquirido um gene myc desregulado como esse sera muito 
favorecida. 

Desde tais descobertas, observou-se que quase uma diizia de transloca^oes cromossomais 
distintas causava a expressao desregulada de proto-oncogenes conhecidos; a maioria des¬ 
ses genes permanece pouco caracterizada (Tabela 4.4). Ao todo, mais de 300 transloca- 
96 es distintas recorrentes (i. e., aquelas que tern sido encontradas em multiplos 
tumores humanos que surgem independentemente) tem sido catalogadas, e mais de 100 
dos novos genes hi'bridos criados por estas transloca 96 es tem sido isolados por clonagem 
molecular. 


Barra Lateral 4.6 Como o virus de Epstein-Barr (EBV) causa can¬ 
cer? A descoberta, em 1982, das transloca^oes cromossomais asso- 
ciadas ao linfoma de Burkitt emitiram um pouco de luz sobre o 
mecanismo precise pelo qual fatores etiologicos (infec^oes cronicas 
de EBV e por parasitas da malaria) favorecem a forma^ao desses 
tumores. As contribui^oes de cada um desses agentes para a patoge- 
nia do linfoma ainda nao estao totalmente claras. Parece que infec- 
9065 cronicas de malaria podem comprometer as defesas imunes de 
crian 9 as e, assim, torna-las susceti'veis a infec 96 es fora de controle 
de EBV. Isso, por sua vez, pode levar ao aciimulo de grandes quan- 
tidades de linfocitos B imortalizados por EBV que sao levados a 
proliferar continuamente pelo virus. Em algumas dessas celulas, 
quando a maquinaria enzimatica dedicada a organizar erros nor¬ 
mals dos rearranjos de genes de imunoglobulinas faz o seu papel, ela 


ocasionalmente cria justaposi 96 es inapropriadas de segmentos de 
genes de anticorpos com o proto-oncogene c-myc. Os oncogenes 
myc resultantes, em conjunto com varies genes (possivelmente on¬ 
cogenes) expressados por EBV, entao dirigem a prolifera 9 ao celular 
que levou fmalmente ao aparecimento de linfomas. Um “quebra- 
cabe 9 a” adicional surge do envolvimento de EBV nos carcinomas 
nasofaringeos (NPCs) no Sudeste da Asia, onde esta infec 9 ao viral, 
juntamente com certos fatores do estilo de vida (possivelmente o 
consumo de peixe salgado ao estilo chin& desde cedo na vida), fo¬ 
ram envolvidos como agente etiologicos. Ainda mais complicado e 
o fato de que em popula 96 es ocidentais, a infec 9 ao por EBV e co¬ 
mum e causa mononucleose em individuos imunocompetentes (i. e., 
aqueles com um sistema imune totalmente funcional), desencadean- 
do malignidade apenas em raros momentos. 
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Tabela 4.4 Translocagoes em tumores humanos que desregulam a expressao de proto-oncogenes 
e, desse mode, oriam oncogenes 


Oncogene 

Neoplasma 

myc 

linfoma de Burkitt; outras malignidades de celulas B e T 

bcl-2 

linfomas de celulas B foliculares 

bcl-3 

linfomas cronicos de celulas B 

bcl-6 

linfomas difusos de celulas B 

hoxi 

leucemia aguda de celulas T 

lyl 

leucemia aguda de celulas T 

rhom-1 

leucemia aguda de celulas T 

rhom-2 

leucemia aguda de celulas T 

tal-1 

leucemia aguda de celulas T 

tal-2 

leucemia aguda de celulas T 

tan-1 

leucemia aguda de celulas T 


Adaptada de G.M. Cooper, Oncogenes, 2nd ed. Boston and London: Jones and Barlett, 1995. 


Em resumo, todos os tr& caminhos alternativos para ativar o proto-oncogene c-myc — 
pela integragao do provfrus, amplificagao genica ou translocagao cromossomal - conver- 
gem para um tema mecanicamente comum. Invariavelmente, o gene esta privado da 
sua regulagao fisiologica normal e e forgado entao a ser expresso em altos m'veis cons- 
titutivos. 

Em geral, os mecanismos que levam a superexpressao de genes nas celulas cancerosas perma- 
necem pouco compreendidos. Algumas superexpressoes, como indicadas aqui, sao alcanga- 
das por amplificagao genica e translocagao cromossomal. Mas ate mesmo mais freqiiente- 
mente, genes que estao presentes na configuragao normal e em numero de copias normal sao 
transcritos em m'veis muito excessivos nas celulas cancerosas pela agao de fatores de transcri- 
gao desregulados; os liltimos sao pouco caracterizados. Para complicar o assunto, outros ge¬ 
nes que sao encontrados amplificados nos genomas das celulas cancerosas nem sempre sao 
superexpressos (Barra Lateral 4.7); essa observagao indica que a amplificagao genica por si so 
nao constitui evidencia que prove que um gene tenha um papel-chave na orientagao da pro- 
liferagao de celulas cancerosas. 


4.6 Uma disposi^ao diversa de altera^oes estruturais em 
protemas tambem pode levar a ativa^ao de oncogenes 

Observou-se que a mutagao pontual descoberta nos genes ras foi a primeira de varias 
mutagoes que afetavam as estruturas das protemas codificadas pelos proto-oncogenes e 
que as convertia em oncoprotemas ativas. Como um exemplo importante, a formagao de 
certos tumores humanos, como os carcinomas gastricos e de mama e tumores do glio¬ 
blastoma de cerebro (tambem chamados de gliomas) envolve a protema que serve como 
receptor de superfi'cie da celula para o fator de crescimento epidermal (EGF). Como 
discutiremos em detalhes no proximo capitulo, essa protema receptora se estende do 
espago extracelular atraves da membrana plasmatica das celulas para dentro do seu cito- 
plasma. Em geral, o receptor EGF, como quase 60 receptores similarmente estruturados, 
reconhece a presenga do seu ligante analogo (i. e., EGF) no espago extracelular e, em 
resposta, o informa para o interior da cdula. Entretanto, em cerca de um tergo dos 
glioblastomas examinados, observou-se que o receptor EGF estava decapitado, sem a 
maior parte do seu dommio extracelular (Figura 4.14). Agora sabemos que tais recepto¬ 
res truncados emitem sinais estimuladores do crescimento para dentro das celulas, mes¬ 
mo na ausencia de qualquer EGF. Agindo assim, eles atuam como oncoprotemas para 
orientar a proliferagao celular. No Capi'tulo 5, descreveremos mais precisamente como 
alteragoes estruturais dos receptores de fatores de crescimento os convertem em onco¬ 
protemas potentes. 

Um tipo de translocagao cromossomal completamente diferente daquela encontrada nas ce¬ 
lulas do linfoma de Burkitt e observado na maioria dos casos (> 95%) de leucemia mieldgena 


Barra Lateral 4.7 Amplificagao genica 
nem sempre leva a superexpressao Ana- 
lises sistematicas recentes de regioes cro- 
mossomais em genomas de celulas tu- 
morais e dos m'veis de expressao dos ge¬ 
nes dentro dessas regioes indicaram que 
o numero de copias de um gene nem 
sempre prediz o seu m'vel de expressao. 
Em vez disso, tais analises mostraram que 
mesmo que um grupo de genes sofra au- 
mentos significativos no numero de co¬ 
pias - amplificagao genica - apenas 40 a 
60% desses genes mostrarao aumentos 
correspondentes nos sens transcritos de 
RNA (e, assim, das protemas). Essas ob- 
servagoes indicam que os niveis de ex¬ 
pressao de varios genes sao regulados por 
mecanismos de retroalimentagao nega- 
tiva, os quais funcionam para assegurar 
m'veis fisiologicamente apropriados de 
expressao, mesmo na presenga de copias 
excessivas desses genes. Tais mecanismos 
de retroalimentagao, que freqiientemente 
operam controlando as atividades de 
varios fatores de transcrigao, ditam que 
a superexpressao de certos genes apenas 
pode ser alcangada pela desregulagao dos 
fatores de transcrigao ou por alteragoes 
dos promotores dos genes aos quais es- 
tes fatores se ligam. 







112 / Capi'tulo 4 Oncogenes Celulares 


Figura 4.14 Emissao desregulada dos 
receptores de fatores de orescimento 
Normalmente, os receptores de fatores de 
crescimento localizados na membrana 
plasmatica de uma celula liberam sinais 
para interior da ceiula apenas quando o 
dominio extracelular do receptor estiver 
ligado ao fator de crescimento apropriado 
(GF; i. e., o “ligante” do receptor). 
Entretanto, se o dominio extracelular de 
certos receptores e deletado por causa de 
uma mutagao no gene que codifica para o 
receptor ou por splicing alternative do pre- 
mRNA do receptor, a proteina receptora 
truncada resultante emite sinais para dentro 
da celula sem a ligagao do fator de 
crescimento ligante. 
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ligagao do fator de crescimento 
no exterior da celula aciona 
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cronica (CML), uma malignidade derivada da medula ossea. Diferentemente do caso do 
gene myc nos linfomas de Burkitt, essas translocagoes levam a fusao de duas fases distintas de 
leitura — uma descoberta feita no mesmo ano (1982) que os genes do linfoma de Burkitt 
foram primeiramente caracterizados em mVel molecular. Agora, a conseqiiencia dessa trans- 
locagao e uma fase de leitura aumentada que codifica para a estrutura de uma proteina hibri- 
da (veja a Figura 2.23). 

De um lado do ponto de quebra da translocagao, sao encontradas seqiiencias que codifi- 
cam para a proteina sintetizada pelo proto-oncogene abl; o gene ai>l foi originalmente 
descoberto em virtude da sua presenga como um oncogene adquirido no virus da leuce- 
mia murina de Abelson (do ingles, Ahelson murine leukemia virus), um retrovirus rapida- 
mente tumorogenico (veja aTabela 3.3). Foi observado que o gene abl, que se localiza no 
Cromossomo 9q34 (i. e., a quarta banda da terceira regiao do brago longo do Cromosso- 
mo humano 9), se encontra, apos o exame de varios tumores, fusionado com seqiiencias 
que estao agrupadas em uma regiao proxima em 22qll (Figura 4.15). [A notagao-pa- 
drao utilizada aqui e t(9;22)(q34;ql 1), em que t significa uma translocagao, q, o brago 
longo, e p, o brago curto de um cromossomo.] Essa area no Cromossomo 22 foi chama- 
da de regiao de quebra de agrupamento (do ingles, breakpoint cluster region) — portanto, 
bcr. Subseqiientemente, todas essas regioes de quebra foram encontradas dentro do gene 
bcr. A fusao resultante das seqiiencias de aminoacidos de Abl com Bcr desregula a protei¬ 
na Abl, normalmente bem-controlada, levando-a a emitir sinais de promogao do cresci¬ 
mento de uma forma forte e desregulada. 

Desde a descoberta da translocagao bcr-abl, duzias de outras translocagoes bastante dife- 
rentes tern sido documentadas, que tambem resultam na formagao de proteinas hibridas 
(p. ex., Tabela 4.5). Quase todas foram encontradas nas malignidades hematopoieticas, 
notavelmente leucemias e linfomas. Como cada um desses tipos de translocagoes foi 
encontrado apenas raramente, a fungao de varias das proteinas fusionadas resultantes 
permanece obscura. 


4.7 Sinopse e perspectivas 

No final dos anos 1970, diferentes linhas de evidencia que dizem respeito aos genes de 
cancer foram unidas em uma ideia relativamente simples. Os genomas de mamiferos e 
aves contem um grupo de proto-oncogenes, que funcionam para regular a prolifera- 
gao e diferenciagao normal das celulas. Alteragoes desses genes que afetam o contro- 
le da sua expressao ou a estrutura das suas proteinas codificadas podem levar ao excesso 
de genes ativos promotores do crescimento. Uma vez formados, tais oncogenes proce- 
dem a direcionar a multiplicagao celular e, assim, tern um papel central na patogenese do 
cancer. 
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Varies desses genes celulares foram originalmente identificados pela sua presen^a nos geno- 
mas dos retrovirus que se transformam rapidamente, como o virus do sarcoma de Rous, o 
virus da eritroblastose aviaria e o virus do sarcoma de Harley. Subseqiientemente, experimen- 
tos de transfec^ao revelaram a presen^a de genes transformantes potentes nos genomas de 
celulas que foram transformadas pela exposifao a carcinogenos quimicos e celulas derivadas 
de tumores humanos que surgem espontaneamente. Essas celulas tumorais nao tern associa- 
fao com infec^oes por retrovirus. No entanto, foi observado que os oncogenes que elas carre- 
gam estao relacionados com aqueles carregados pelos retrovirus transformantes. Isso significa 
que um repertorio comum de proto-oncogenes poderia ser ativado por duas rotas alternati- 
vas: aquisi 9 ao de retrovirus ou muta^ao somatica. 
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Figura 4.15 Formagao do oncogene ber-abi 
(A) Translocagao cromossomal recfproca 
entre os Cromossomos humanos 9 e 22, 
que carregam os genes abl e bcr, 
respectivamente, resulta na formagao de 
genes hfbridos fusionados que codificam 
para as protefnas hfbridas Bcr-Abl. (B) 

Como indicados aqui, diferentes pontos de 
quebra em bcr sao observados nas 
translocagdes cromossomais encontradas 
em diferentes tipos de leucemia humana - 
ALL, leucemia linfocitica aguda; CML, 
leucemia mieibgena cronica; CNL, 
leucemia neutrofllica cronica. (As estruturas 
normals que codificam essas protefnas sao 
mostradas no topo, para comparagao.) A 
proteina cAbI e a Bcr sao protefnas de 
multifungdes com multidominios, como 
indicado pelas marcas ligadas as areas 
coloridas; e por isto as protefnas de fusao 
carregam um grande numero de atividades 
sinalizadoras distintas. (B, adaptada de 
A.M. Pendergast, em A.M. Carella, Chronic 
Myeloid Leukemia: Biology and Treatment. 
London: Martin Dunitz, 2001.) 
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Tabela 4.5 Translocagoes em tumores humanos que causam a formagao de proteinas de fusao 
oncogenicas com novas estmturas e fungoes 


Oncogene 

Neoplasma 

bcrlabl 

leucemia mielogena cronica; leucemia linfocitica aguda 

dek/can 

leucemia mieloide aguda 

E2Alpbx1 

leucemia pre-celula B aguda 

PMURAR 

leucemia promielocitica aguda 

?lerg 

leucemia mieloide 

irel/urg 

linfoma de celula B 

CBFP/MYH11 

leucemia mieloide aguda 

aml1/mtg8 

leucemia mieloide aguda 

ews/fli 

sarcoma de Ewing 

Iyt-10/Ca1 

linfoma de celula B 

hrxieni 

leucemias agudas 

hrxlaf4 

leucemias agudas 

NPMIALK 

linfomas de celulas grandes 


Adaptada a partir de G.M. Cooper, Oncogenes, 2 nd. Boston and London: Jones and Barlett, 1995. 


As mutagoes somaticas que levaram a ativagao dos proto-oncogenes poderiam ser divididas 
em duas categorias - aquelas que causaram alteragoes nas estruturas de protemas codificadas 
e aquelas que levaram a uma expressao elevada e desregulada dessas protemas. Mutagoes que 
afetam a estrutura incluem as mutagoes pontuais que afetam os proto-oncogenes ras e as 
translocagoes cromossomais que geraram genes hfbridos como bcr-abl. A expressao elevada 
poderia ser alcangada nos tumores humanos, por amplificagao genica ou translocagao cro- 
mossomica, como aqueles que colocam o gene myc sob o controle das seqiiencias estimulado- 
ras de imunoglobulinas. 

Essas revelagoes sobre o controle dos genes celulares mutantes na patogenese do cancer obs- 
cureceram, durante alguns anos, as observagoes de que certos canceres humanos estao asso- 
ciados com, e provavelmente causados por, agentes infecciosos, notavelmente virus e bacte- 
rias. Entretanto, com a passagem do tempo, a importancia das infecgoes na patogenese do 
cancer humano tornou-se clara. Como mostrado na Tabela 4.6, agora sabemos que as infec¬ 
goes virais estao envolvidas em causar uma variedade de canceres humanos, alguns deles 
bastante comuns. Cerca de um quinto das mortes por cancer no mundo estao associadas de 
uma maneira ou outra a agentes infecciosos. Assim, os 9% da mortalidade mondial por 
cancer causada por cancer de estomago e associada a infecgoes de longa duragao por Helico- 


Tabela 4.6 Virus implioados na causa do cancer humano 


Virus® 

Familia viral 

Celulas infectadas 

Malignidade em humanos 

Rota de transmissao 

EBV 

Herpesviridae 

celulas B 

linfoma de Burkitf 

saliva 



celulas epiteliais 

carcinoma nasofaringeo 

saliva 



da orofaringe 





linfoides 

linfoma*’ 

doenga de Hodgkin 

HTLV-I 

Retroviridae 

celulas T 

linfoma nao-Hodgkin 

parenteral, venerea® 

HHV-8‘^ 

Herpesviridae 

celulas endoteliais 

sarcoma de Kaposi, linfoma de cavidade corporea 

venerea 

HBV 

Hepadnaviridae 

hepatocitos 

carcinoma hepatocelular 

parenteral, venerea 

HCV 

Flaviviridae 

hepatocitos 

carcinoma hepatocelular 

parenteral 

HPV 

Papillomaviridae 

epitelial cervical 

carcinoma cervical 

venerea 

JCV® 

Poliomaviridae 

sistema nervoso central 

astrocitoma, glioblastoma 

? 


'■A maioria dos virus carrega um ou mais potentes genes/oncogenes promotores do crescimento. Entretanto, tais genes nao foram identificados nos genomas de HBV e 
HCV. 

^Esses tumores, que carregam copias dos genomas de EBV, aparecem em pacientes imunossuprimidos. 

‘^Parenteral, origem sanguinea; venerea, via relagao sexual. 

‘^Tambem conhecido como KSHV, herpesvirus do sarcoma de Kaposi. 

“JCV (virus JC, um parente proximo do SV40) infecta mais de 75% da populagao humana em torno dos 15 anos, mas os tumores da lista que contem o virus nao sao 
comuns. Evidencias mais correlatives dao suporte no papel do JCV na transformagao de celulas do sistema nervoso central humano, mas nao ha evidenoias de um papel 
de causa na formagao de tumor. 

Adaptada, em parte, de J. Butel, Carcinogenesis 21:405-426, 2000. 
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bacterpylori. Seis por cento da mortalidade por cancer sao causados por carcinomas do flgado 
(hepatomas), dos quais a maioria esta associada a infec^oes virais de hepatite B e C cronicas. 
E os 5% da mortalidade por cancer a partir de carcinomas cervicais e muito atribufda a 
infecfoes por papilomavirus humano (HPV). 

De algum modo, temos de integrar os mecanismos carcinogenicos ativados por esses varies 
agentes infecciosos em um esquema maior de como os canceres humanos surgem — um es- 
quema que se apoia muito nas descobertas, descritas neste capftulo, dos oncogenes celulares. 
Em alguns mementos, as viroses infectantes introduzem oncogenes virais em celulas que 
contribuem para o fenotipo transformante. Virus como os virus Epstein-Barr (EBV) e her- 
pesvi'rus -8 humano (HHV- 8 ) sao exemplos disso. Em outros cases, viroses semelhantes a 
hepatite B a hepatite C (HBV, HCV) contribuem de uma maneira menos direta para a 
tumorogenese. Como os dois liltimos virus nao tern oncogenes e nao participam na mutage- 
nese de inser^ao, um terceiro mecanismo deve ser invocado; como estudaremos no Capftulo 
11 , estes virus atuam pela sua habilidade de induzir lesoes cronicas em tecidos e inflama^oes 
associadas. 

Nos proximos dois capftulos, enfocaremos os genes celulares que desencadeiam o cancer, 
como uma conseqiiencia de muta 96 es somaticas. Primeiro, as descobertas dos oncogenes 
celulares pareceram, por si so, prover a resposta defmitiva sobre as origens e o crescimento de 
tumores humanos. Mas logo ficou claro que os oncogenes celulares e suas a^oes poderiam 
explicar apenas uma parte do desenvolvimento do cancer humano. Ate agora, outros tipos de 
elementos geneticos estao claramente envolvidos na programa^ao da prolifera^ao fora de 
controle das celulas cancerosas. Alem disso, uma compreensao defmitiva do desenvolvimen¬ 
to do cancer dependeu da compreensao da maquinaria complexa dentro das celulas que 
permite a elas responder aos sinais promotores do crescimento liberados pelas oncoprotemas. 
Assim, a descoberta de oncogenes celulares foi um comedo, muito importante, mas que ain- 
da permanece um comedo. Alem disso, decadas de trabalho foram necessarias antes que uma 
compreensao mais completa da patogenese do cancer pudesse ser montada. 


Conceitos-chave 

• A incapacidade de encontrar viroses tumorais na maioria dos canceres humanos, em meados 
dos anos 1970, deixou os pesquisadores com uma teoria principal de como a maioria dos 
canceres humanos surgem; que os carcinogenos atuam como mutagenicos e funcionam 
mutando genes normais controladores do crescimento em oncogenes. 

• Para verificar a predifao desse modelo de que celulas transformadas carregam genes mu- 
tados que funcionam como oncogenes, uma nova estrategia experimental foi inventada: 
DNA de celulas transformadas quimicamente foi introduzido em celulas normais - o 
procedimento de transfec^ao —, e as celulas receptoras foram entao monitoradas para 
determinar se elas tambem seriam transformadas. 

• Culturas de celulas NIH 3T3 que foram transfectadas com DNA de celulas de camundongo 
quimicamente transformado geraram varios transformantes, que provaram ser tanto indepen- 
dentes de ancoramento como tumorogenicos; isso indicou que as celulas quimicamente trans¬ 
formadas carregam genes que poderiam funcionar como oncogenes e que oncogenes pode¬ 
riam surgir nos genomas de celulas independentemente de infec^oes virais. 

• Experimentos adicionais utilizando celulas murinas transformadas com celulas doadoras 
de tumores humanos mostraram que os oncogenes poderiam atuar atraves das especies e 
pelas liga^oes de tecidos para induzir a transforma^ao celular. 

• Eoi observado que os oncogenes detectados pela transfec 9 ao em celulas tumorais huma- 
nas e os oncogenes de retrovirus transformantes derivam de genes celulares normais pre- 
existentes. Experimentos de hibridiza^ao de DNA provaram que o mesmo grupo de pro¬ 
to-oncogenes normais serviu como precursor desses dois tipos de oncogenes. Isso signifi- 
cou que varios dos oncogenes originalmente descobertos nos retrovirus poderiam ser 
encontrados em um estado mutado nos genomas celulares de tumores humanos. 

• Eoi observada a presen 9 a freqiiente de oncogenes associados a retrovirus em elevado mi- 
mero de copias em genomas de celulas de tumores humanos, o que sugere que a amplifi- 



ca^ao genica resultou em um mVel aumentado de produtos proteicos que favoreceram a 
prolifera^ao de celulas cancerosas. Um exemplo e a amplifica^ao do gene erbB2/neu/HER2 
e a expressao elevada da protefna codificada por ele. Essa amplifica^ao em particular, 
quando detectada em canceres de mama, foi correlacionada com a diminui^ao da sobre- 
vida dos pacientes, sugerindo que ela tern um papel causal no direcionamento do cresci- 
mento destes tumores. 

Enquanto um mecanismo importante de ativa^ao para os genes associados a retrovi¬ 
rus estava aparente (desregula 9 ao pela coloca^ao da sua expressao sob o controle de 
promotores transcricionais virais), o(s) mecanismo(s) pelos quais os proto-oncogenes 
humanos normals foram convertidos em oncogenes na ausencia de virus nao estava 
evidente. 

O seqlienciamento de um oncogene W-ras transfectado revelou que ele era diferente do 
seu proto-oncogene correspondente em uma linica base que estava localizada na fase de 
leitura do gene. Isso resultou em uma substitui 9 ao de aminoacido no produto, gerando 
uma protelna com comportamento aberrante. 

A descoberta da muta^ao pontual em W-ras estabeleceu um novo mecanismo para 
ativafao de oncogene baseada em uma mudan^a na estrutura de uma protelna codi¬ 
ficada pelo oncogene. 

Ambos os mecanismos de ativa^ao - regulador e estrutural - poderiam colaborar para 
criar um oncogene ativo. 

Observou-se que o oncogene myc surgiu por varios mecanismos diferentes: integra^ao de 
pro-virus, amplifica^ao genica e transloca^ao cromossomal. 

A amplifica^ao genica ocorre pela replica^ao preferencial de um segmento (o ampli- 
con) de DNA cromossomal. O resultado poderia ser disposi 96 es lineares repetidas ao 
longo do segmento, que aparecem como regioes homogeneamente coradas (HSRs) 
de um cromossomo quando visualizadas sob o microscopio optico. Alternativamen- 
te, a regiao que carrega o segmento amplificado podera se desligar do cromossomo e 
podera ser visualizada como pequenas partlculas extracromossomais (minutos du- 
plos) de replica 9 ao independence. A amplifica^ao genica nem sempre resulta na supe- 
rexpressao do gene. 

A translocaq;ao envolve a fusao de uma regiao de um cromossomo a um cromossomo nao- 
homologo. A transloca^ao pode colocar um gene sob o controle de um promotor trans- 
cricional estranho e levar a sua superexpressao, como e o caso com os oncogenes myc nos 
linfomas de Burkitt. Nestes tumores, as seqiiencias promotoras da transcri^ao de qual- 
quer um dos tres diferentes genes de imunoglobulinas sao recolocadas proximas a sec^ao 
do Cromossomo 8 que carrega o proto-oncogene myc. Pela separa^ao do gene myc do seu 
promotor de transcri^ao normal e a sua coloca^ao sob o controle de um regulador alta- 
mente ativo, essa transloca^ao resulta na superexpressao de myc. 

Uma variedade de mudan^as estruturais nas protelnas pode tambem levar a ativa^ao do 
oncogene. Exemplos incluem altera^oes na estrutura dos receptores de fatores de cresci- 
mento (tais como receptores EGF) e transloca^oes que fusionam duas fases de leitura 
distintas para gerar uma protelna hlbrida (como Bcr-Abl). Ambos os tipos de altera^oes 
desregulam as protelnas, levando-as a emitirem sinais promotores de crescimento de uma 
maneira forte e persistence. 
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Questoes elaboradas 


1. Qual evidencia sugere que os genomas de retrovirus endoge- 
nos nao sao responsaveis por uma parte dos canceres huma- 
nos? 

2. Por que um ensaio como o de transfec^ao focal falha na de- 
tec 9 ao de certos tipos de oncogenes humanos associados a 
tumores? 

3. Qual mecanismo poderia fazer com que uma certa regiao do 
DNA cromossomal sofresse uma amplifica^ao acidental? 

4. Quantos mecanismos moleculares distintos poderiam ser res¬ 
ponsaveis por converter um proto-oncogene em um oncogene 
potente? 


5. Quantos mecanismos moleculares distintos poderiam permitir 
transloca^oes cromossomais para produzir proto-oncogens ati- 
vos em oncogenes? 

6 . Quais estrategias experimentais de pesquisa voce proporia se 
quisesse come 9 ar uma varredura sistematica em um genoma de 
vertebrado com o objetivo de enumerar todos os proto-onco¬ 
genes que ele abriga? 

7. Uma vez que os proto-oncogenes representam responsabili- 
dades distintas para um organismo, no qual podem estimu- 
lar cancer, por que eles nao foram eliminados dos genomas 
dos cordados? 
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Fatores de Crescimento, 
Receptores e Cancer 

“A capacidade de alguns soros fetais bovinos de estimular o crescimento celu- 
lar, e o diminui'do requerimento de celulas transformadas por esses fatores, 
pode se dever ao fato de que eles sao identicos ou similares aos sintetizados por 
algumas celulas embrionarias ou neoplasicas.” 

David E. Comings, geneticista, 1973. 


A descoberta dos oncogenes e de seus precursores, os proto-oncogenes, trouxe a tona mui- 
tas questoes. Dentre elas, destaca-se a diivida de como os oncogenes, agindo por meio de 
seus produtos, as protei'nas, obtiveram sucesso perturbando tao profundamente o comporta- 
mento celular. Diversos fenotipos celulares foram alterados concomitantemente pela a^ao de 
oncoprotefnas como a Src e a Ras, os produtos dos genes src e ras, respectivamente. Como 
uma linica especie proteica poderia obter sucesso modificando tantas vias regulatorias dife- 
rentes ao mesmo tempo? 

Pistas importantes sobre o funcionamento das oncoprotefnas vieram do estudo detalhado de 
como celulas normals regulam seu crescimento e divisao. Celulas normals recebem de seus 
arredores sinais estimulatorios de crescimento. Esses sinais sao processados e integrados por 
circuitos complexos dentro da celula, que decide se crescimento celular e divisao sao ou nao 
apropriados (Figura 5.1) 

Essa necessidade de receber sinais extracelulares na superficie celular e transferi-los para o 
citoplasma cria um problema biologico desafiador. Os espa^os intra e extracelulares sao sepa- 
rados por uma bicamada lipi'dica, ou seja, a membrana plasmatica. Essa membrana e uma 
barreira que bloqueia efetivamente o movimento de virtualmente todas as moleculas, excetu- 
ando-se as muito pequenas, o que resulta em concentra 96 es muito diferentes da maioria das 
moleculas (incluindo Ions) em cada um dos lados. Como as celulas foram capazes de resolver 
o problema da passagem (transdu^ao) de sinais atraves de uma membrana praticamente 
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Figura 5.1 A rede de sinalizagao ErbB: 
como as celulas se comunicam com seus 
arredores Este desenho e uma 
representagao de como as celulas se 
comunicam com seus arredores - o topico 
de grande parte deste capitulo. Conforme 
indicado aqui, diversas moleculas 
mensageiras (ligantes, quadrados verdes, 
acima) interagem com urn arranjo 
complexo de receptores da superficie 
celular, que realizam a transdugao de sinais 
da membrana plasmatica (dnza) para o 
citoplasma, onde uma rede complexa de 
proteinas transdutoras os processa. Alguns 
atingem o nucleo da celula {abaixo), 
podendo ocasionar uma serie de respostas 
biologicas (“camada de salda", retangulos 
amarelos, abaixo). Muitos dos componentes 
desse circuito, tanto na superficie quanto 
no interior da celula, estao envolvidos na 
patogenese do cancer. Essa figura focaliza 
alguns dos receptores que estao presentes 
na superficie das celulas de mamiferos - o 
topico principal deste capitulo. As cascatas 
de sinalizadores e adaptadores serao 
discutidas no proximo capitulo. (De Y. 
Yarden e M. X. Sliwkowski, Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol. 2:127-137, 2001.) 


impermeavel? E, dada essa barreira, como o interior da celula pode ser capaz de saber o que 
esta acontecendo no espago extracelular circundante? 

Esses processes de sinalizagao sao parte de um dilema maior na comunicagao celula-celula. 
Eles precisaram ser solucionados quando os primeiros animais multicelulares (metazoarios) 
surgiram, de 600 a 700 milboes de anos atras. Sem uma forma efetiva de comunicagao inter- 
celular, o comportamento de celulas individuals nao poderia ser coordenado, e a formagao de 
tecidos de arquitetura complexa e organismos seria inconcebi'vel. Obviamente tal comunica¬ 
gao dependia da capacidade de algumas celulas de emitir sinais e de outras celulas de recebe- 
rem e reagirem de forma especi'fica a tais sinais. 

Na maior parte, os sinais transmitidos entre celulas sao carregados por protemas. Assim, a 
emissao de sinais requer a capacidade de algumas celulas de liberar proteinas para o espago 
extracelular. Tal liberagao — o processo de secregao proteica - tambem e complicada pela 
impermeabilidade da membrana plasmatica. Apos a liberagao das proteinas sinalizadoras no 
espago extracelular, as celulas receptoras devem ser capazes de sentir a presenga dessas protei¬ 
nas nos seus arredores. Grande parte deste capitulo esta focada nesse segundo problema - a 
forma como celulas normals recebem sinais do ambiente que as circunda. Como veremos, a 
regulagao ineflcaz de tais sinais tern papel central na formagao de celulas cancerlgenas. 


5.1 Cdulas normals de metazoarios controlam a vida umas das outras 


Como comentado anteriormente (Segao 4.6), as versoes normals de proteinas codificadas 
por oncogenes com freqiiencia atuam como componentes da maquinaria que permite que as 
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celulas recebam e processem sinais bioqufmicos reguladores da prolifera^ao celular. Assim, 
para que realmente apreciemos a complexidade das fun^oes dos oncogenes e oncoprotei- 
nas, precisamos entender em detalhe a forma como a prolifera^ao de celulas normais e 
governada. 

Para principiar essa discussao, nos valeremos de um princi'pio basico e conhecido. A arquite- 
tura apropriada dos tecidos depende totalmente da manuten^ao de propor^oes adequadas de 
diferentes constituintes de tipos celulares em um tecido, substituindo celulas que estejam 
faltando ou descartando celulas excedentes ou desnecessarias (Figura 5.2). Ferimentos devem 
ser reparados e ataques de agentes infecciosos externos devem ser evitados por meio de a^oes 
concertadas das varias celulas do tecido. 


Todas essas fun^oes dependem da coopera^ao entre grandes grupos de celulas. Isso expli¬ 
ca porque celulas em um tecido vivo estao constantemente trocando informa^oes umas 
com as outras. Muito dessa troca e mediado por fatores de crescimento (GFs). Os GFs 
sao pequenas protei'nas liberadas por algumas celulas que transitam pelo espa^o interce- 
lular carregando consigo mensagens biologicas especfficas e, eventualmente, influenciando 
outras celulas. Eles transportam muitos dos sinais que congregam as celulas de um mes- 
mo tecido em uma unica comunidade, na qual todos os membros estao em comunica^ao 
contmua com seus vizinhos. 


Decisoes sobre crescimento ou nao-crescimento devem ser realizadas visando ao bem-estar 
do tecido como um todo e do organismo em si, nao para o beneflcio de seus componentes 
celulares individuals. Por essa razao, nem uma linica celula no verdadeiro condomi'nio de 
celulas que e um tecido vivo pode possuir a autonomia para decidir se ira proliferar ou per- 
manecer em um estado quiescente, ou seja, sem proliferar. Essa decisao complexa deve ser 
tomada apenas apos consultar outras celulas do tecido. As celulas vizinhas podem prover uma 
determinada celula com os fatores de crescimento que estimulam sua prolifera^ao ou com 
fatores inibitorios de crescimento, que o desencorajem. 



Figura 5.2 Manutengao da arquitetura 
tecidual A fileira de celulas epiteliais do 
intestino delgado mostrada aqui ilustra um 
grande numero de tipos celulares distintos 
que coexistem em um tecido para conferir 
estrutura e fungao tecidual normais. 0 
numero relativo e a posigao de cada tipo 
celular devem ser rigidamente controlados. 
Esse controle e atingido em grande parte 
pela troca de sinais entre celulas vizinhas 
do tecido. Neste epitelio em particular, a 
sinalizagao celula-celula tambem assegura 
que novas celulas epiteliais - os chamados 
enterocitos, no intestino - sejam 
continuamente geradas nas criptas (nas 
bases das vilosidades com aparencia de 
dedos), para substituir outras celulas que 
migraram para porgoes apicais das 
vilosidades, onde sao descartadas. Dentre 
muitas outras celulas epiteliais, estao as 
celulas secretoras de muco {vermelho- 
escuro) e as celulas absortivas, bem como 
as celulas enteroendocrinas e as celulas de 
Paneth {nao-mostradas). Junto a isso, no 
meio de cada vilo, ha um interior de celulas 
mesenquimais, que juntas constituem o 
estroma e incluem fibroblastos, celulas 
endoteliais, pericitos e macrofagos. As 
proporgoes adequadas de cada tipo celular 
distinto devem ser mantidas para assegurar 
estrutura e fungao tecidual apropriada. (de B. 
Alberts et at. Molecular Biology of the Cell, 

4th ed. New York: Garland Science, 2002.) 











122 / Capi'tulo 5 Fatores de Crescimento, Receptores e Cancer 


For fim, todas as decisoes tomadas por uma celula individual a respeito de sua prolifera^ao 
devem, por necessidade, representar um consenso compartilhado com as celulas que residem 
na sua vizinhan^a. 

A dependencia de celulas individuals na sua vizinhan^a e claramente ilustrada pelo compor- 
tamento de celulas normals quando sao removidas do tecido vivo e propagadas em uma placa 
de Petri. Ainda que o meio Ifquido colocado sob as celulas contenha todos os nutrientes 
necessarios para sustentar seu crescimento e divisao, incluindo aminoacidos, vitaminas, gli- 
cose e sais, esse meio por si so nao e suficiente para induzir essas celulas a proliferarem. Pelo 
contrario, essa decisao depende da adi 9 ao de soro ao meio, normalmente preparado a partir 
do sangue de alguns bezerros ou fetos bovinos. Esse soro contem os fatores de crescimento 
que fazem com que as celulas se multipliquem. 

Quando ocorre a coagulaQo sangiifnea, forma-se o soro. As plaquetas sangtimeas aderem 
umas as outras formando uma matriz que se contrai gradualmente e capta a maioria dos 
componentes celulares do sangue, incluindo celulas brancas e vermelbas. Em um tecido da- 
nificado, a forma^ao de coagulos e necessaria para conter o sangramento. O fluido celular 
que permanece apos a forma^ao e retra 9 ao de coagulos constitui o soro. 

Enquanto as plaquetas em um local de ferimento estao em processo de agrega 9 ao como parte 
da formaQo de um coagulo, elas tambem iniciam um processo de cura, por meio da libera- 
9 ao de fatores de crescimento, em especial o fator de crescimento derivado de plaquetas 
(PDGF), no meio circundante (Figura 5.3). O PDGF e um potente estimulador de fibro- 
blastos, os quais formam grande parte do tecido conjuntivo, incluindo as camadas celulares 
abaixo dos epitelios (veja a Figura 2.3). Fatores estimuladores de crescimento, como o PDGF, 
sao freqiientemente chamados de mitogenos, para indicar sua capacidade de induzir prolife- 
ra^ao celular. Mais especificamente, PGDF atrai os fibroblastos ate o local da injuria celular 
e entao estimula a sua prolifera^ao (veja a Figura 5.4A). (Outros fatores de crescimento, 
como o fator de crescimento epidermal [EGF], podem causar altera^oes dramaticas tambem 
na forma das celulas [Figura 5.4B].) Sem a estimula^ao pelo PDGF derivado do soro, fibro¬ 
blastos em cultura permanecerao viaveis e ativos metabolicamente por semanas em uma pla¬ 
ca de Petri, mas ainda assim nao se dividirao ou crescerao. 

Essa dependencia dos fibroblastos de sinais estimulatorios de crescimento liberados por 
um segundo tipo celular (no caso, de plaquetas do sangue), reflete centenas de rotas 
similares de comunica^ao celula-celula, que operam em tecidos vivos para encorajar ou 
desencorajar a prolifera^ao celular. Alem disso, conforme discutido anteriormente, PDGF 
e EGF sao apenas dois exemplos de um grupo consideravel de fatores de crescimento, 
que auxiliam a passagem de importantes mensagens controladoras do crescimento de 
celula para celula. 


Figura 5.3 Armazenamento de PDGF pelas 
plaquetas As plaquetas possuem uma 
grande quantidade de vesiculas secretoras 
{exodticas) chamadas granulos (pontos 
escuros grandes), que contem elevado 
numero de moleculas sinalizadoras 
importantes, destacando-se, entre estas, o 
PDGF. Quando as plaquetas sao ativadas 
durante a formagao de um coagulo, essas 
vesiculas fusionam-se a membrana 
plasmatica, liberando mitogenos previamente 
armazenados e fatores de sobrevivencia no 
espago extracelular. (Cortesia de S. Israels.) 
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Conforme sera desenvolvido ao longo deste capi'tulo, moleculas sinalizadoras que permitem 
que as celulas sintam a presen^a de fatores de crescimento em suas redondezas, carreguem a 
informa^ao que estes transmitem para o interior da celula e processem essa informa^ao sao 
usurpadas por protei'nas codificadas por oncogenes. Tomando conta da maquinaria natural 
de estimula^ao de crescimento da celula, as oncoprotemas sao capazes de iludir a celula, de 
forma que ela acredite que encontrou fatores de crescimento ao seu redor. Uma vez que essa 
ilusao tenha ocorrido, a celula responde cegamente por meio da prolifera^ao, da maneira 
como ela faria se fatores de crescimento em abundancia estivessem realmente presentes no 
meio circundante. 



Figura 5.4 Efeitos dos fatores de 
crescimento nas celulas (A) o PDGF 
liberado pelas plaquetas durante a 
coagulagao e urn potente mitogeno, alem 
de exercer grande atragao para os 
fibroblastos, de mode que estes se dirigem 
a urn local de injuria celular para reconstruir 
0 tecido danificado. Neste modelo in vitro de 
cura de dano tecidual, duas monocamadas 
de fibroblastos em places de Petri foram 
danificadas pela ponteira de uma pipeta 
ipaineis da esquerda). Na presenga de uma 
forma de PDGF (PDGF-BB), adicionada ao 
seu meio de culture, um elevado numero de 
fibroblastos do tipo selvagem [esquerda, 
acima) migram para o local da injuria em 48 h 
[direita, acima). Contrastando essa situagao, 
fibroblastos mutantes que nao respondem 
ao PDGF (pela perda do receptor de 
superficie celular para PDGF; esquerda, 
abaixo) falharam na migragao para o sitio 
do dano tecidual apos o mesmo intervalo 
de tempo [direita, abaixo). (B) Cinco 
minutes apos a aplicagao de EGF (ponto 
verde), previamente imobilizado em uma 
esfera, em uma celula de carcinoma 
mamario. A celula reorganizou seu 
citoesqueleto de actina [vermelho) e 
estendeu um apendice de citoplasma em 
diregao ao fator de crescimento [acima, 
visao superior: abaixo, visao iateral). (A, de 
Z. Gao et at, J. Biol. Chem. 280:9375-9389, 
2005; B, de S.J. Kempiak et al., J. Cell Biol. 
162:781-787, 2003.) 


5.2 A protema Sre funciona como tirosina cinase 

As primeiras pistas de como a sinalizagao celular utiliza fatores de crescimento veio da analise 
bioquimica do oncogene v-src e da protema que ele especifica. O caminho de pistas levou, 
passo a passo, dessa protema aos receptores utilizados pelas celulas para detectar fatores de 
crescimento e tambem as vias de sinalizagao intracelular que controlam a proliferagao de 
celulas normals e de celulas malignas. 

A caracterizagao inicial das oncoprotei'nas codificadas pelo gene v-src foi de grande interesse, 
ja que foi a primeira oncoprotei'na a ser estudada, propiciando aos que pesquisavam sobre 
cancer uma visao inicial dos mecanismos bioquimicos da transformagao celular. 
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Figura 5.5 Fosforilagao de uma molecula 
precipitada de anticorpo por Src Proteinas 
cinases atuam removendo o fosfato y de 
alta energia do ATP e ligando esse fosfato a 
grupos hidroxila nas cadeias laterals de 
residues de aminoacidos de serina, 
treonina ou tirosina, de proteinas-substrato. 
(A) A molecula de anticorpo que fol 
utilizada para imunoprecipitar moleculas de 
Src (veja a Barra lateral 5.1) tambem serve 
como substrate para fosforllagao por essa 
cinase. A sua fosforilagao e Indicada pela 
presenga de urn grupamento fosfato llgado 
{vermelho). (B) Este experlmento revelou, 
pela primeira vez, a atividade bloquimica 
assoclada a uma oncoprotelna. Soro 
normal de coelho (canaletas la, 2a, 3a, 4a) 
e soro de urn coelho possuldor de urn 
tumor Induzido por RSV (canaletas 1b, 2b, 
3b, 4b) foram utlllzados para 
Imunoprecipitar llsados celulares que foram 
Incubados com ATP marcado com Os 
llsados foram preparados a partir de 
fibroblastos de embrioes de galinha nao- 
Infectados (CEFs, canaletas la, b), CEFs 
Infectados com o virus da leucose avlaria 
(ALV) (canaletas 2a, b), CEFs Infectados 
com SRV tlpo selvagem (wt) (canaletas 3a, 
b) e CEFs Infectados com urn mutante 
defective de RSV (canaletas 4a, b). Apenas 
a comblnagao de soro de lebre possuldor 
de tumor e infeegao por RSV wt originou 
uma proteina fortemente marcada com 
que co-migrou com o anticorpo 
precipitado, Indicando que a molecula de 
anticorpo fol fosforllada pela oncoproteina 
Src (cujo peso molecular nao aparece 
nessa anallse). (B, de M. S. Collett e R. L. 
Erlkson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:2021- 
2024, 1978.) 



marcadores de la 1 b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 
peso molecular 


Apos a clonagem molecular da oncoproteina codificada por v-src, a seqirencia de aminoaci¬ 
dos de seu produto proteico foi diretamente deduzida a partir da seqirencia de nucleoddeos 
do gene clonado. A proteina codificada constitui-se de uma cadeia polipeptidica de 533 
residuos de aminoacidos, possuindo uma massa molecular de 60 quilodaltons (kDa). 

A seqiiencia de aminoacidos de Src forneceu informagoes a respeito de como essa oncopro- 
teina promove proliferagao celular e transformagao. Celulas de mamiferos e aves, transforma- 
das com o gene y-src, eram conhecidas por exibir uma forma radicalmente alterada, bombear 
glicose para o meio extracelular mais rapidamente do que celulas normals, crescer sem aderir 
a uma superficie, perder inibigao por contato e format tumores. Quaisquer que fossem os 
mecanismos precisos de agao, era obvio que Src afetava, direta ou indiretamente, uma vasta 
gama de alvos celulares. 

Pesquisas bioquimicas conduzidas de forma astuta, em 1977 e 1978, solucionaram o “que- 
bra-cabega” do modo de operagao de Src. Foram produzidos anticorpos que especificamente 
reconheciam e ligavam-se a Src (Barra lateral 5.1). As moleculas de anticorpos tornavam-se 
fosforiladas quando incubadas em uma solugao com a proteina Src e trifosfato de adenosina 
(ATP), o doador universal de fosfato na celula. A fosforilagao ja era conhecida por envolver a 
ligagao covalente de grupamentos fosfato as cadeias laterals de residuos especificos de aminoaci¬ 
dos. Assim, ficou claro que a Src operava como uma proteina cinase — uma enzima que remove 
um grupo fosfato de alta energia do ATP e o transfere para um substrato proteico adequado — no 
caso, uma molecula de anticorpo (Figura 5.5). Como Src normalmente nao fosforila moleculas 
de anticorpos, a sua capacidade de faze-lo, nesses experimentos preliminares, sugeriu que o 
seu modo de agao usual envolveria a fosforilagao de certas proteinas-alvo dentro da celula. 


Independentemente de sua atividade de cinase, Src era tambem uma fosfoproteina, ou seja, ela 
carregava grupamentos fosfato ligados covalentemente a uma ou mais de suas cadeias laterals de 
aminoacidos. Isso indicou que Src atuava como substrato de fosforilagao por uma proteina cinase 
- ou fosforilando a si mesma (autofosforilagao), ou servindo como substrato para ainda outra 
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Barra lateral 5.1 Produzir anticorpos anti-Src representou um grande 
desafio A analise ampla de centenas de protemas celulares dependeu da 
capacidade de detectar e analisar especificamente a protema de interes- 
se (como Src), em meio a “sopa” complexa de protei'nas presente nas 
celulas. Essa detec^ao freqiientemente dependeu do uso de anticor¬ 
pos que especificamente reconhecem e ligam protemas como Src, 
ignorando todas as outras proteinas celulares a seu redor. A produ- 
9 ao de tais anticorpos envolve a inje^ao de uma protema intacta (p. 
ex., a protema Src inteira) ou um oligopeptideo sintetico (p. ex., 
uma pequena protema cuja sequencia de aminoacidos reflete a se- 
qiiencia de um pequeno segmento da protema Src) em um animal, 
em geral camundongo, lebre ou bode. A esperan^a e que o material 
injetado seja imunogenico (capaz de desencadear uma resposta 
imune) no animal, fazendo com que ele produza anticorpos que 
especificamente liguem e precipitem essa protema em um lisado 
celular (prepara^ao de celulas rompidas). 

O sistema imune dos mami'feros freqiientemente reage com vigor a 
um antfgeno externo, isto e, uma protema que possua seqiiencias pep- 
tidicas que sao desconhecidas e novas para o sistema imune. For outro 
lado, o sistema imune habitualmente nao possui resposta imune algu- 
ma (dessa forma, nao produzindo anticorpos) contra uma protei'na in- 
jetada que seja proxima a alguma das protemas normalmente presentes 
no animal. Essa ausencia de imunorreatividade contra protemas fami- 
liares e chamada tolerancia imunologica, um fenomeno ao qual retor- 
naremos no Capi'tulo 15. 

Aqueles que produziram pela primeira vez anticorpos anti-Src, 
utilizaram uma cepa de RSV que infectava e transformava celulas 
de mami'feros, induzindo tumores em mami'feros. Eles anteciparam 
que os tumores resultantes expressariam a protema Src de galinha, 
alem de que cdulas tumorais que estivessem morrendo exporiam 
essa protei'na ao sistema imune do hospedeiro possuidor do tumor, 
provocando uma resposta imune. Na verdade, a protei'na Src mos- 
trou-se fracamente imunogenica na maioria dos animais. O motive 
para isso foi descoberto muito tempo depois: a estrutura da protei- 
na Src e muito conservada evolutivamente. De acordo com isso, a 
protema Src de galinha e quase identica a protei'na correspondente 
da maioria das especies de mami'feros, nao sendo, portanto, reco- 
nhecida facilmente como uma protema estranha pelo sistema imu¬ 
ne destes. Ao final, essas investiga^oes obtiveram sucesso (por ra¬ 
zees desconhecidas) na produ^ao de anti-soro anti-Src apenas em 
lebres que possui'am tumores induzidos por RSV. Os fatores que 
determinam a imunogenicidade de uma proteina como Src em uma 
ou em outra especie sao complexes e freqiientemente obscures. Uma 
vez dispom'vel, o anti-soro anti-Src pode ser usado para precipitar 
(ou imunoprecipitar) a protei'na Src de lisados de uma grande va- 


riedade de celulas transformadas por RSV, e tambem de celulas nor¬ 
mals, nao-transformadas (Figura 5.6). A protema Src foi detectada 
como um polipepti'deo migrando como uma protema de 60 kDa, 
nas canaletas 8 e 9 da Figura 5.6. 
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Figura 5.6 Imunopreclpitagao da proteina Src Quando a proteina Src 
foi primeiramente analisada, as unicas formas de estuda-la 
dependiam de imunoprecipitar essa profeina da mistura de milhares 
de outras proteinas celulares. Nesse caso, diversas tentativas de 
produzir um anti-soro anti-Src finalmente resultaram em uma 
preparagao de anticorpos que pode ser usada para imunoprecipitar 
essa proteina nas celulas. Marcadores de peso molecular (em 
daltons) estao na canaleta mais a esquerda (T7); canaletas 1-3: 
lisado de celulas normals, nao-infectadas; canaletas 4-6: lisado de 
celulas infectadas com RSV mutante com o gene src deletado; 
canaletas 7-9: lisado de celulas infectadas com RSV tipo selvagem. 
Canaleta 7: soro de lebre normal; canaleta 8: soro de lebre 
possuidora de tumor; canaleta 9; o mesmo da canaleta 8, exceto que 
a amostra foi pre-incubada com lisado de particulas de RSV. A banda 
de 60 kDa nas canaletas 8 e 9 {seta) representou a primeira deteegao 
da oncoproteina RSV. (pi 2, pi 5, pi 9, p27, Pr53, Pr66 e Pr76 sao 
proteinas do virion de RSV.) (De A. F. Purchio et al., Proc. Natl. Acad. 
Sc/. USA 75: 1567-1571, 1978.) 


cinase. Seu peso molecular e status de fosfoprotema fizeram com que ela fosse inicialmente chama¬ 
da de pp60*'''^, ainda que daqui por diante nos refiramos a ela simplesmente como Src. 

O fato de que Src atua como uma cinase foi uma grande revelagao. A prinefpio, uma proteina 
cinase pode fosforilar miiltiplos substratos proteicos distintos dentro da celula. (No caso de 
Src, mais de 50 substratos diferentes ja foram enumerados.) Uma vez fosforilado, cada um 
desses substratos proteicos pode ser funcionalmente alterado e continuar, por sua vez, alte- 
rando as fungoes de seu proprio grupo de alvos, abaixo na cascata de sinalizagao. Essa forma 
de agio (Figura 5.7) pareceu explicar como uma proteina como Src poderia agir pleiotropica- 
mente para perturbar miiltiplos fenotipos celulares. Nessa epoca, outras proteinas cinases ja 
haviam sido descobertas como capazes de regular circuitos complexos, principalmente aque- 
las envolvidas no metabolismo de carboidratos. 
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Figura 5.7 Agoes das proteinas oinases (A) 
Esta auto-radiografia de proteinas 
separadas por eletroforese em gel ilustra o 
fato de que o estado de fosforilagao de 
proteinas distintas dentro da celula pode 
ser alterado pela agao da Src cinase 
expressa nas celulas pelo virus do sarcoma 
de Rous. A canaleta da esquerda mostra o 
arranjo de proteinas fosforiladas nos 
fibroblastos NIFI 3T3 nao-transformados de 
camundongo; a canaleta da direlta mostra 
as proteinas fosforiladas em celulas 
expressando uma Src cinase afiva. 
Marcadores de peso molecular, em kDa, 
sao mostrados a esquerda. De fato, essa 
anallse detecta especificamente as 
especles protelcas que carregam residues 
de fosfotlroslna, o produto conhecldo da 
agao da Src cinase (veja a Figura 5.8). A 
canaleta da esquerda na figura esta 
essencialmente em branco, indicando a 
ausencia relativa de proteinas contendo 
fosfotlroslna nas celulas que nao 
expressam Src. (B) Agoes pleiotrbpicas de 
uma proteina cinase geralmente derivam da 
sua capacidade de fosforilar, e, portanto, 
modificar, o estado funcional de urn niiimero 
distinto de substrates proteicos. Estao 
ilustradas as agoes da Akt/PKB cinase, que 
e uma serina/treonina cinase e pode 
influenciar uma vasta gama de processes 
biologicos por meio da fosforilagao de 
proteinas essenciais de controle. Assim, 
Akt/PKB pode inativar as agoes 
antiproliferativas de GSK-3|3 e a capacidade 
pro-apoptotica de Bad, e pode ativar o 
poder angiogenico (de indugao de vasos 
sanguineos) de FIIF-la. (A, de S. M. Ulrich 
et al., Biochemistry 42:7915-7921,2003.) 



A protema Src foi logo descoberta como bastante diferente de todas as outras proteinas cinases 
conbecidas ate entao. Estas outras cinases eram conbecidas por ligar grupamentos fosfato as ca- 
deias laterals dos resi'duos de aminoacidos de serina e treonina. Src, por outro lado, fosforila certos 
resfduos de tirosina de seus substratos proteicos (Figura 5.8). Uma quantificagao cuidadosa dos 
resi'duos de aminoacidos fosforilados na celula revelou o quao pouco usual essa atividade enzima- 
tica e. Mais de 99% dos fosfoaminoacidos em celulas normals sao fosfotreonina e fosfosserina; a 
fosfotirosina constitui apenas 0,05 a 0,1% do total de fosfoaminoacidos dessas celulas. 

Apos a transformagao de celulas com o oncogene v-src, o mvel de fosfotirosina aumenta dramati- 
camente, tornando-se ate 1% do total de fosfoaminoacidos dessas celulas. (Isso ajuda a explicar as 
diferengas marcantes entre as duas canaletas na Figura 5.7A). Quando as mesmas celulas foram 
transformadas por outros oncogenes, como H-ras, seu conteiido de fosfoaminoacidos variou muito 
pouco. Assim, a criagao de resi'duos de fosfotirosina e um atributo espedfico de Src e nao esta 
associado a todos os mecanismos de transformagao celular. Estudos subseqiientes obtiveram uma 
segunda conclusao: a sinalizagao por meio da fosforilagao de tirosina e uma abordagem grande- 
mente utilizada por vias de sinalizagao mitogenicas de mamiferos, ao passo que as cinases envolvi- 
das em milhares de outros processes de sinalizagao contam quase que exclusivamente com a 
fosforilagao de serina e treonina para trocar suas mensagens. 


Formas mutantes de Src que perderam a capacidade de fosforilar protemas-substrato tambem 
perdem seus poderes transformantes. Assim, a evidencia acumulada convergiu para a ideia de que 
Src e capaz de transformar celulas devido a sua capacidade de agir como tirosina cinase (TK) e 
fosforilar um grupo ainda nao caracterizado de protelnas-susbtrato nessas celulas. Ainda que uma 
pista inicial importante, esses avangos apenas permitiram a reformulagao de questoes maiores 
acerca dessa area de pesquisa. Agora o problema pode ser recolocado da seguinte forma: como a 
fosforilagao de resi'duos de tirosina resulta em transformagao celular? 


5.3 O receptor EGF funciona como tirosina cinase 

Apos a clonagem e seqiienciamento do oncogene v-src, os oncogenes de outros retrovirus 
com atividade agudamente transformadora foram isolados por clonagem molecular e 
submetidos ao seqiienciamento de DNA. Infelizmente, na grande maioria dos casos, a 
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seqiiencia de aminoacidos dos seus produtos proteicos originou poucas pistas sobre sua 
fun^ao proteica. As proximas grandes descobertas, no entanto, vieram de outra area de 
pesquisa. Biologistas celulares interessados em como as celulas trocam sinais umas com 
as outras isolaram diversas protemas envolvidas em sinaliza^ao celula-celula e determi- 
naram a seqiiencia de aminoacidos dessas protemas. Inesperadamente, conexoes bastan- 
te proximas foram descobertas entre essas protefnas de sinaliza 9 ao e os produtos protei¬ 
cos de certos oncogenes. 

Essa linha de pesquisa teve im'cio com o EGF, o primeiro dos fatores de crescimento a ser 
descoberto. O EGF foi inicialmente caracterizado devido a sua capacidade de provocar a 
abertura prematura dos olhos em camundongos recem-nascidos. Logo depois, EGF foi im- 
plicado em efeitos mitogenicos quando aplicado a diversos tipos celulares epiteliais. 

O EGF se liga a superficie das celulas cujo crescimento ele estimula; outras celulas as quais o 
EGF nao foi capaz de se ligar foram irresponsivas a seus efeitos mitogenicos. Juntas, essas 
observafoes sugeriram o envolvimento de uma proteina de superficie celular, um receptor de 
EGF (EGF-R), que era capaz de reconhecer especificamente EGF no espa^o extracelular, 
ligar-se a ele e informar ao interior celular que um encontro com EGF ocorreu. Na lingua- 
gem da bioquimica, o EGF serve como um ligante para o seu receptor cognato - o ainda 
hipotetico receptor de EGF (EGF-R). 


Figura 5.8 Espeoificidade de substrato da 
Src cinase A eletroforese pode ser utilizada 
para diferenciar os tres tipos de 
fosfoaminoacidos - fosfotirosina, 
fosfotreonina e fosfoserina. Nas imagens 
mostradas aqui, a eletroforese foi realizada 
em diregao ao cafodo em pH 1,9 {direita 
para esquerda), e em diregao ao catodo em 
pH 3,5 (de baixo para cima). 0 painel a 
direifa mostra a localizagao esperada de 
cada um dos tres fosfoaminoacidos apos a 
eletroforese. Em fibroblastos de embrioes 
normals de galinha (CEFs; painel da 
esquerda), fosfoserina e fosfotreonina estao 
presentes em abundancia, ao passo que 
quase nenhum residue de fosfotirosina e 
evidente (seta). No entanto, em CEFs 
transformados com src (painel central), o nivel 
de fosfotirosina eleva-se dramaticamente. 
Compostos fosforilados nao relacionados e 
fosfato inorganico podem ser vistos bem 
abaixo, a direita, de cada uma das 
eletroforeses. (Cortesia de T. Hunter.) 


O isolamento da proteina EGF-R mostrou-se desafiador, ja que esse receptor, como muitos 
outros, e normalmente expresso em niveis muito barxos na celula. Os pesquisadores contor- 
naram esse problema utilizando uma linhagem celular tumoral (um carcinoma epidermal de 
utero) que expressa EGF-R em niveis elevados - ate 100 vezes maior do que o normal. Dessas 
celulas, uma grande quantidade de proteina receptora foi obtida. Ela pode entao ser purifica- 
da e submetida a analise da seqiiencia de aminoacidos. 


A seqiiencia da proteina EGF-R proporcionou importantes descobertas sobre suas caracteris- 
ticas estruturais principais e sobre como essa estrutura permite o funcionamento da proteina. 
Seu grande dominio N-terminal de 621 residues de aminoacidos, que esta exposto ao espago 
extracelular (chamado ectodominio), estava claramente envolvido no reconhecimento e liga- 
gao ao EGF. O receptor EGF possui um segundo dominio distinto, que e caracteristico de 
muitas glicoproteinas de superficie celular; esse dominio transmembrana de 23 residues de 
aminoacidos faz seu caminho de fora da celula, atraves da bicamada lipidica da membrana 
plasmatica, para o citoplasma. A existencia de um dominio transmembrana pode ser deduzi- 
da a partir da presenga de uma linha continua de residues de aminoacidos hidrofobicos, 
localizados no meio da seqiiencia da proteina; esse dominio da proteina EGF-R reside con- 
fortavelmente no ambiente bastante hidrofobico da bicamada lipidica da membrana plasma¬ 
tica. For fim, um terceiro dominio de 542 residues na porgao G-terminal (i. e., a extremidade 
da cadeia sintetizada por ultimo) do receptor EGF foi descoberto, estendendo-se para o 
interior do citoplasma (Figura 5.9). 
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A estrutura total do receptor EGF sugeriu as principals questoes sobre sen funcionamento. 
Apos a liga^ao do ectodomi'nio a EGF, um sinal e transmitido atraves da membrana plasma- 
tica para ativar o domi'nio citoplasmatico do receptor; uma vez ativado, ele emite sinais que 
induzem a celula a crescer e dividir-se. O exame desse domi'nio citoplasmatico revelou uma 
data similaridade de seqiiencia com a da ja conhecida protelna Src (Figura 5.9A). 

Subitamente, tornou-se claro como o receptor de EGF emite sinais para o interior celular: 
uma vez que seu ectodomi'nio liga-se a EGF, de alguma forma a cinase semelhante a Src de 
seu domi'nio citoplasmatico torna-se ativada, fosforilando tirosinas de certas protemas cito- 
plasmaticas, causando assim a prolifera^ao celular. Esfor^os subseqiientes de seqiienciamento 
revelaram grande similaridade entre diversas tirosina cinases, muitas das quais podem atuar 
como oncoprotemas (Figura 5.9B). 

Desde essas primeiras analises da estrutura do receptor EGF, um grande numero de outros recep¬ 
tores, similares em estrutura, tern sido caracterizado (Figura 5.10). Conforme sera discutido de- 
pois, cada um desses receptores tern seu proprio fator de crescimento ligante ou grupo de ligantes 
(Tabela 5.1). Dependendo do tipo particular de par receptor-fator de crescimento, a liga^ao de 
um ligante a seu receptor pode desencadear multiplas respostas biologicas na celula, alem de 
estimular crescimento e divisao celular. Dentre tais respostas, destacam-se mudan^as na forma da 
celula, sobrevivmcia celular, motilidade (movimento). E interessante observar que esses recepto¬ 
res e seus ligantes representam inven 96 es evolutivas relativamente recentes (Barra lateral 5.2). 


Figura 5.9 Estrutura do receptor EGF (A) 0 
receptor para fator epidermal de 
crescimento (EGF-R) e uma proteina 
complexa com um dominio extracelular 
(ectodominio, verde), um dominio 
transmembrana que percorre a membrana 
plasmatica (marrom) e um dominio 
citoplasmatico {vermelho, azul). (B) 
Comparagao das sequencias de 
aminoacidos (usando o cbdigo que 
representa cada aminoacido por uma unica 
letra) do dominio citoplasmatico de EGF-R 
com Src revelou areas de identidade de 
sequencia {verde), sugerindo que EGF-R 
(representado aqui por “ErbB”), como Src, 
emite sinais, atuando como uma tirosina 
cinase. Outras oncoproteinas virais, ainda, 
como Abl e Fes, compartilham similaridade 
de sequencia com essas duas. Ainda que 
as similaridades de sequencia paregam 
bastante espalhadas (entre Src e ErbB) e 
revelem um numero pequeno de residues 
compartilhados, esses residues em comum 
indicam uma Clara relagao evolutiva 
(homologia) entre essas proteinas. Tambem 
sao mostradas as sequencias de outras duas 
oncoproteinas virais - as dos oncogenes rat e 
mos - que sao mais distantemente 
relacionadas (sao serina/treonina cinases) e 
compartilham ainda menos sequencias com 
Src e EGF-R. (Adaptada de G. M. Cooper, 
Oncogenes, 2nd ed. Boston and London: 
Jones e Barlett, 1995.) 


(A) 


dominio cauda 

ectodominio transmembrana dominio citoplasmatico C-terminal 

receptor ,, ^ " ' 

EGF I -^ 

ligagao do ligante 

membrana 
plasmatica 


(B) 

Src RESLRLEAKLGGGCFGEVWMGTIWNDTTR.VAIKTLKPGTMSPE- -AFLQEAQVMKK 

Abl RTDITMKHKLGGGQYGEVYEGVWKKYSLT-VAVKTLKEDTMEVE- -EFLKEAAVMKE 

Fes HEDLVLGEQIGRGNFGEVFSGRLRADNTL-- - -VAVKSCRETLPPDIKAKFLQEAKILKQ 
ErbB ETEFKKVKVLGSGAFGTIYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREATSPKANKEILDEAYVMAS 

Raf ASEVMLSTHIGSGSFGIVYKGKWHGD.VAVKILKVVDPTPEQLQAFRNEVAVLR 

Mos WEQVCLMHRLGSGGFGSVYKATYHGVP.VAIKQVNKCTEDLRASQRSFWAELNIA 

Src LR -HEKLVQLYAVVSEEP-1YIVIEYMSK.QSLLDFLKGEMGKY.LRLP 

Abl IK- HPNLVQLLGVCTREPPFYIITEFMTY.GNLLDYLRECNRQE.VSAV 

Fes YS-HPNIVRLIGVCTQKQPIYIVMELVQG.GDFLTFLRTEGAfl.LRMK 

ErbB VD-NPHVCRLLGICLTST-VQLITQLMPY.QCLLDYIREHKDN---IGSQ 

Raf KTRHVNI- -LLFMGYMTKDNLAIVTQWCEGSSLYKHLHVQETK.FQMF 

Mos GLRHDNIVRVVAASTRTPEDSNSLGTIIMEFGGNVTLHQVIYDATRSPEPLSCRKQLSLG 
Src QLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHROLRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQG 
Abl VLLYMATQISSAMEYLEKKNFIHROLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDTYTAHAG 
Fes TLLQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKISDFGMSREEADGVYAASGG 
ErbB YLLNWCVQIAKGMNYLEERRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGADEKEYHAE 
Rat QLIDIARQTAQGMDYLHAKNIIHROMKSNNLFLHEGLTVKIGOFGLATVKSRWSGSQQVE 
Mos KCLKYSLDVVNGLLFLHSQSILHLDLKPANILISEQDVCKISDFGCSQKLQDLRGRqASP 
Src AKF- -PUfflfTAPEAALYGR- - -FTIKSOVWSFQILLTELTTKQRVPYPGMVNREVLDQVE 
Abl AKF--PIKWTAPESLAYNK-- -FSIKSDVWAFGVLLWEIATYGMSPYPGIDLSQVYELLE 
Fes LRLV-PVKVYTAPEALNYGR- - -YSSESDVWSFGILLWETFSLGASPYPNLSNQQTREFVE 
ErbB GGKV-PIKVWALESILHRI - - - YTHQSDVWSYGVTVWELMTFGSKPYDGIPASEISSVLE. 
Raf QPTG-SVLWMAPEVIRMQDONPFSFQSOVYSYGlVLYELMA-GELPYAHINNRDQIIFMV 
Mos PHIGGTYTHQAPEILKGEI- - -ATPKADIYSFGITLWQMTT-REVPYSGEPQYVQYAVVA 

Src R - -6YRMPCPPECPESLHD-LMCQCWRKDPEEHPTFKYLGAQLLPA 

Abl K- -DYRMERPEGCPEKVYE-LMRACWQWNPSDRPSFAEIHQAFETM 

Fas K--GGRLPCPELCPDAVFR-LMEQCWAYEPGQRPSFSAFYQELQSI 

ErbB K- -GERLPQPPICTIDVYM-IMVKCWMIOADSRPKFRELIAEFSKM 

Raf gr-gyaspdlsrlykncpkaikrLvadcvkkvkeerplfpqilssiell 
M os ynlrpslagavftasltgkalqniiqscwearglqrpsaellgrdlkaf 
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Figura 5.10 Estrutura dos receptores 
tirosina cinase 0 receptor FGF (Figura 5.9) 
e apenas um dentre um grande numero de 
receptores simiiares em estrutura que sao 
codificados peio genoma humane. Fsses 
receptores de tirosina cinase (RTKs) podem 
ser agrupados em famiiias distintas, de 
acordo com detaihes de sua estrutura. 
Representantes da maioria dessas famiiias 
estao representados aqui. Todos 
compartiiham dominies tirosina cinase 
citopiasmaticos bastante simiiares 
{vermelho), ainda que em aiguns cases 
(como 0 receptor PDGF), o receptor tirosina 
cinase seja interrompido no meio por 
pequenas regioes de insergao. Os 
ectodominios desses receptores (que estao 
expostos no espago extraceiuiar, verde, 
cinza) possuem estruturas aitamente 
variaveis, refietindo o fato de que eies 
reconhecem e se iigam a um numero 
grande de iigantes extraceiuiares 
diferentes. (de B. Aiberts et ai., Moiecuiar 
Bioiogy of the Ceii, 4th ed. New York: 
Gariand Science, 2002.) 


5.4 Um receptor de fator de crescimento alterado pode atuar 
como uma oncoprotema 


Uma “bomba” caiu em 1984 quando a seqiiencia do receptor EGF foi reconhecida como 
proximamente relacionada a seqiiencia de uma oncoproteina conhecida, especificada pelo 
oncogene erbB. Esse oncogene havia sido originalmente descoberto no genoma de um virus 
de eritroblastose aviaria (AEV), um retrovirus transformante que rapidamente induz leuce- 
mia em precursores de celulas vermelhas do sangue (uma eritroleucemia). 


Tabeia 5.1 Fatores de crescimento (GFs) e receptores tirosina cinase que estao frequentemente envoividos na patogenese de um tumor 


Nome do GF 

Nome do receptor 

Celulas que respondem ao GF I 

PDGF“ 

PDGF-R 

Endoteliais, VSMCs, fibroblastos, outras celulas mesenquimais, celulas gliais. 

FGFb 

EGF-R‘= 

Muitos tipos de celulas epiteliais, algumas celulas mesenquimais. 

NGF 

Trk 

Neuronios. 

FGF^ 

FGF-Re 

Endoteliais, fibroblastos, outras celulas mesenquimais, VSMCs, celulas neuroectodermais. 

HGF/SF 

Met 

Varias celulas epiteliais. 

VEGF' 

VEGF-RS 

Celulas endoteliais de capilares, ductos linfaticos. 

IGFH 

IGF-R1 

Vasta gama de tipos celulares. 

GDNF 

Ret 

Celulas neuroectodermais. 

SCF 

Kit 

Hematopoieticas, celulas mesenquimais. 


VSMC = ceiula vascuiar de muscuio iiso. 

“PDGF e representado por quatro poiipeptideos distintos, PDGF-A, B, C e D. Os PDGF-Rs consistem em no minimo duas especies distintas, a e (i, que podem 
homodimerizar ou heterodimerizar e associar-se aos iigantes de diferentes formas. 

A famiiia de iigantes EGF, todos os quais Iigam ao EGF-R (ErbBt) e/ou a heterodimeros de erbBt e um dos seus receptores reiacionados (nota c), inciui - juntamente 
com EGF - TGF-a, FIB-EGF, anfirreguiina, betaceiuiina e epirreguiina. 

“ Afamtiia EGF-R de receptores consists em quatro protetnas distintas, ErbBt (EGF-R), ErbB2 (FIER2, Neu), ErbB3 {HER3) e ErbB4 (FIER4). Eias frequentemente iigam- 
se a iigantes como receptores heterodimericos, por exempio, ErbBt + ErbB3, ErbBt + ErbB2 ou ErbB2 + ErbB4; ErbB3 e desprovida de atividade de cinase e e 
fosforiiada por ErbB2 quando as duas formam heterodimeros. ErbB3 e ErbB4 iigam neurorreguiinas, uma famiiia de mais de t5 iigantes gerados por splicing alternative. 
Ja que ErbB3 nao possui atividade intrinseca de cinase, ela torna-se fosforiiada em complexes heterodimericos pela ErbB2, a qual nao possui Iigantes proprios, mas 
possui forte atividade de tirosina cinase. 

FGFs sao uma grande famiiia de GFs. Os prototipos sao FGF acida (aFGF) e FGF basica (bFGF); existem tambem outros membros conhecidos dessa famiiia. 

“ Existem quatro EGF-Rs bem-caracterizados. 

* Existem quatro VEGFs conhecidos. VEGF-A e B estao envoividos na angiogenese, enquanto VEGF-C e D estao envoividos predominantemente em angiogenese linfatica. 
a Existem tres VEGF-Rs conhecidos: VEGF-Rt (tambem conhecido como FIt-t) e VEGF-R2 (tambem conhecido como Flk-t/KDR), envoividos em angiogenese; VEGF- 
R3 esta envolvido na angiogenese linfatica. 

*' As duas IGFs conhecidas, IGF-t e IGF-2, ambas relacionadas em estrutura a insulina, estimulam o crescimento celular (aumento de tamanho) e a sobrevivencia; eias 
tambem parecem ser mitogenicas. 

Adaptada, em parte, de B. Alberta et al., Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002. 
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Barra lateral 5.2 Arquitetura celular nova e velha Os mecanismos de comunica^ao celula-celula 
sao uma inven^ao relativamente recente na historia da vida na Terra. As celulas vivas mais jovens 
parecem ter surgido ha 3,5 bilhoes de anos. Pelos 2,8 bilhoes de anos ou mais seguintes, a vida na 
Terra esteve representada exclusivamente por organismos unicelulares, primeiro na forma de pro- 
cariotos e, entao, de eucariotos. Apenas nos ultimos 600 a 700 milhoes de anos as celulas apren- 
deram a “conversar” umas com as outras de formas que as permitissem format tecidos complexes 
e criar corpos de metazoarios e plantas. 

Essa aquisi^ao relativamente recente de habilidades de comunica^ao intercelular tern implica- 
^oes para as protemas dentro de nossas celulas e para aquelas na superficie destas. A grande maio- 
ria de protei'nas intercelulares encontrada em metazoarios e de linhagens muito antigas. Muitas 
das atividades que essas protemas realizam, como metabolismo energetico, sintese de macromole- 
culas, crescimento e divisao celular, ja eram centrals para as vidas de eucariotos unicelulares ha 
1,5 bilhao de anos. Por essa razao, as fun^oes de muitas de nossas protei'nas intercelulares podem 
ser vastamente estudadas por meio do exame do comportamento de seus homologos nas celulas 
de levedura de pao e de leveduras em fissao. 

As protemas celulares na superficie das celulas, bem como as proteinas trocadas entre celulas, 
sao relativamente novidades. Na grande maioria dos casos, seus antecedentes nao podem ser 
encontrados entre as protemas sintetizadas por eucariotos unicelulares. Muitas dessas protemas 
novas foram inventadas quando a vida dos metazoarios surgiu e foram mantidas de forma clara- 
mente reconhecivel na maioria e provavelmente em todos os metazoarios modernos. Isso explica 
porque nosso conhecimento de fatores de crescimento e a forma como eles sinalizam, conforme 
apresentado neste capi'tulo, foram muito enriquecidos pelas poderosas tecnicas geneticas que per- 
mitem que os pesquisadores dissequem os sistemas de comunica^ao celula-celula de organismos 
metazoarios mais simples, como vermes e moscas. 


De uma so vez, duas areas da biologia celular foram unidas. Uma protema utilizada pela 
celula para sentir a presen^a de um fator de crescimento em seus arredores foi adotada (na sua 
forma aviaria) e convertida em uma potente oncoprotelna codificada por retrovirus. 

Uma vez examinada em detalhe, a oncoproteina especificada pelo oncogene erbB do virus da 
eritroblastose aviaria foi descoberta como nao possuidora de seqiiencias presentes no ectodominio 
N-terminal do receptor de EGF (Figura 5.11). Sem essas seqiiencias N-terminais, a oncoproteina 
ErbB claramente nao poderia reconhecer e ligar-se ao EGF, e, ainda assim, ela atuava como um 
potente estimulador da prolifera^ao celular. Essa conscientiza^ao levou a uma especula^ao interes- 
sante que logo foi validada: de alguma forma, a dele^ao do ectodominio permitiu que a proteina 
receptora EGF-truncada resultante enviasse sinais estimulatorios de crescimento para celulas de 
modo constitutivo, completamente independente de EGF. Conforme indicado na figura 5.12A, 
muta 96 es em genes que codificam receptores de fatores de transcri^ao, incluindo os receptores 
especificamente truncados, podem desencadear uma ativa 9 ao desses receptores de forma indepen¬ 
dente do ligante. De fato, uma variedade de muta 96 es, incluindo as que criam substitui 96 es de 
aminoacidos no dominio transmembrana (mostrado), no ectodominio ou nos dominios citoplas- 
maticos (nao-mostrados), de alguns receptores podem provocar ativa^ao independente de ligante. 
(No Capi'tulo 16, veremos o quanto receptores alterados estruturalmente influenciam a responsi- 
vidade de tumores humanos a drogas terapeuticas anticancer.) 


Figura 5.11 0 receptor EGF e v-ErbB 0 
receptor EGF e a oncoproteina v-ErbB do 
virus da eritroblastose aviaria sao 
proximamente relacionados um ao outro. 
Mais especificamente, a proteina v-ErbB e 
especificada por uma versao alferada do 
gene que codifica para o receptor EGF da 
galinha, o qual codifica uma forma 
truncada de EGF-R, que nao possui a 
maior parte do ectodominio normaimente 
presente (verde). Tal receptor truncado 
pode emitir sinais mitogenicos 
constitutivamente, isto e, sem ser 
estimuiado peio iigante EGF. 
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(A) 



ativagao dependente receptor ativagao independente 

de liganle normal de ligante 



celula normal 


sinalizagao autocrina 


Figura 5.12 Desregulagao da ativagao de um receptor (A) Um receptor de fator 
de crescimento funcionando normalmente emite sinais {vermelho) em resposta 
a ligagao com o ligante (azul, esquerda). No entanto, mutagdes nos genes que 
codificam as moleculas receptoras (direita) podem causar alteragoes sutis na 
estrutura da proteina, como substituigdes de aminoacidos (pantos vermelhos), 
que podem causar a ativagao independente de ligante. Alteragdes mais 
drasticas na estrutura do receptor, incluindo um ectodominio truncado 
(conforme Figura 5.11), tambem podem desencadear essa sinalizagao errdnea. 
(B) Em geral, celulas nao sintetizam e liberam um fator de crescimento ligante 
cujo receptor correspondente elas tambem apresentam. No entanto, em muitos 
tipos de cancer, celulas tumorais adquirem a capacidade de expressar um fator 
de crescimento (azul) que nao e normalmente expresso por celulas de sua 
linhagem, cujo receptor cognato pode ja estar sendo expresso. Isso cria uma 
sinalizagao autdcrina, ou auto-estimulagao, ctclica. (C) Um exempio disso e 
visto nas secgdes sucessivas de um carcinoma humano invasivo de mama, no 
qual ilhas de celulas cancerigenas estao cercadas por estroma nao-corado 
ipreto). A secgao mais acima foi imunocorada para a expressao de TGF-a, um 
ligante do receptor EGF (verde). Quando essas duas imagens sao sobrepostas 
(painel mais abaixo), celulas que expressam o receptor e o ligante aparecem 
coradas de amarelo: nucleos brancos estao corados de azul. (C, de J. S. de 
Jong et al., J. Pathol. 184:44-52, 1998.) 



Essas descobertas acerca do funcionamento de receptores propiciaram uma solugao para um 
problema ha muito existente na biologia celular do cancer. Conforme mencionado ante- 
riormente, cdulas normals eram conhecidas por necessitarem de fatores de crescimento em 
seu meio de cultura para que pudessem crescer. Cdulas cancerigenas, pelo contrario, eram 
sabidamente menos dependentes de fatores de crescimento para seu crescimento e sobrevi- 
vencia. A descoberta da conexao ErbB-EGF-R originou uma explicagao simples e apropriada 
para esse trago particular das celulas cancerigenas: a oncoprotema ErbB libera sinais muito 
similares aqueles emitidos por um receptor ativado pelo ligante EGE No entanto, diferente- 
mente do receptor EGF, a oncoprotema ErbB e capaz de enviar para a celula sinais estimuladores 
de crescimento constantes e insistentes, persuadindo, assim, a cdtila de que quantidades substan- 
ciais de EGF estao presentes em seus arredores, quando na verdade nao ha nenhum. 
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Barra lateral 5.3 Superexpressao do receptor 
e resultado de muitos mecanismos molecu- 
lares A superexpressao de um fator de cresci¬ 
mento na superflcie da celula e alcan^ada por 
meio de inumeros mecanismos moleculares 
distintos. Em algumas celulas cancerlgenas, 
os receptores sao superexpressos porque o gene 
codificante e transcrito em uma taxa muito 
elevada, resultando em m'veis corresponden- 
temente aumentados de mRNA e protema. 
Alternativamente, em um grande mimero de 
canceres humanos, esses genes de receptores com 
freqiitocia sao amplificados, levando, outra vez, 
a niveis proporcionalmente altos de transcritos 
de mRNA e da protema receptora. 

Outros mecanismos, ainda mais sutis, 
tambem podem ser responsaveis por nume- 
ros elevados de moleculas de receptor na su¬ 
perflcie celular. Um desses deriva dos meca¬ 
nismos que governam o tempo de vida de 
moleculas de receptor na superflcie celular. 
Muitos receptores apresentam-se na superfl¬ 
cie apenas por um tempo limitado, antes de 
serem internalizados pelo mecanismo conhe- 
cido como endocitose, em que uma por^ao 


de membrana plasmatica, juntamente com pro- 
tei'nas associadas, e posta no citoplasma, onde 
essa por^ao forma uma vesicula. Apos, o con- 
teiido da vesicula pode ser despachado aos li- 
sossomos, nos quais e degradado, ou pode ser 
novamente reciclado para a superflcie celular. 

Uma protema, chamada HlPl, e parte de 
um complexo de protelnas que participa e faci- 
lita a endocitose. HIPl foi descoberta como su- 
perexpressa em uma vasta gama de canceres hu¬ 
manos. Por razoes ainda pouco entendidas, a su¬ 
perexpressao de HIPl previne a endocitose nor¬ 
mal de uma serie de proteinas de superflcie ce¬ 
lular, incluindo o receptor EGF (EGF-R). Gomo 
conseqiiencia, celulas que superexpressam HIPl 
acumulam niveis excessivos de EGF-R na su¬ 
perflcie celular e, no caso de fibroblastos NIH 
3T3 de camundongo, tornam-se indiferentes a 
EGF. Isso explica porque tais celulas sao capazes 
de crescer vigorosamente na presen 9 a de niveis 
muito baixos de soro (0,1%), que fazem com 
que celulas normals se retraiam para um estado 
quiescente, de pausa no crescimento. Alem dis- 
so, essas celulas tornam-se transformadas na pre- 
sen^a de 10% de soro no meio de cultura teci- 


dual - a concentra^ao de soro que e utilizada 
rotineiramente para propagar celulas NIH 
3T3 nao-transformadas. 

Outra proteina, chamada cinase associa- 
da a ciclina G, e uma forte promotora da en¬ 
docitose de EGF-R. Quando sua expressao e 
suprimida, os niveis de EGF-R na superflcie 
celular elevam-se ate 50 vezes. Seu nivel de 
expressao em tumores humanos ainda nao 
foi medido. Uma terceira proteina, chamada 
c-Gbl, e responsavel por identiflcar os EGF- 
Rs ativados pelo ligante, por meio da modifi- 
ca^ao covalente chamada de monoubiquiti- 
la^ao (a ser descrita na Barra lateral 7.8). Essa 
identificaqao causa a endocitose de EGF-R e 
sua subseqiiente degrada^ao nos lisossomos. 
A oncoproteina viral v-Gbl, bem como mui- 
tas proteinas celulares (Sts-1, Sts-2), e capaz 
de bloquear essa endocitose, resultando, mais 
uma vez, no aciimulo de niveis elevados de 
EGF-R na superflcie celular. De modo mais 
geral, a hiper-responsividade a fatores de cresci¬ 
mento, resultante da supererexpressao do recep¬ 
tor, e capaz de direcionar muitos tipos celulares 
humanos de cancer a prolifera^ao in vivo. 


Conforme mencionado na Se^ao 4.6, agora somos capazes de perceber que versoes truncadas 
do receptor EGF podem ser encontradas em varios tipos de tumores celulares. Em muitos 
canceres de pulmao, por exemplo, o mRNA de EGF-R nao possui as seqtiencias codificantes 
dos exons 2 a 7. Essa dele^ao, que remove seqtiencias que especificam grande parte do 
ectodominio do receptor, freqiientemente resultam de splicing alternativo do precursor 
de mRNA. Mais comumente, um grande mimero de receptores de fatores de cresci¬ 
mento que se configuram como o receptor EGF tern sido identificados em tumores huma¬ 
nos como superexpressos (veja a Barra lateral 5.3) ou sintetizados de forma alterada 
estruturalmente (Tabela 5.2). 


5.5 Um gene de fator de crescimento pode se tornar um 
oncogene: o caso de sis 

A nofao de que oncoprotemas podem ativar vias de sinaliza^ao mitogenicas recebeu um 
grande estfmulo quando o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) foi isolado e 
sua seqiiencia de aminoacidos determinada. Em 1883, a cadeia B do PDGF foi descoberta 
como proximamente relacionada em seqiiencia a da oncoproteina codificada pelo oncogene 
y-sis do virus do sarcoma de simios. Novamente, o estudo de oncogenes realizado por rapida 
transforma 9 ao com retrovirus serviu muito bem aos propositos. 

A proteina PDGF foi descoberta como nao-relacionada em estrutura a EGF e como estimu- 
ladora do crescimento de tipos celulares diferentes. PDGF estimula fortemente celulas me- 
senquimais, como fibroblastos, adipocitos, celulas de musculo liso e cdulas endoteliais, ao 
passo que as atividades mitogenicas de EGF estao focadas, em sua maior parte (mas nao 
inteiramente), em celulas epiteliais. Essa especificidade de a^ao pode ser compreendida quando 
o receptor PDGF foi isolado: o PDGF-R era expresso na superflcie das celulas mesenqui- 
mais, nao sendo encontrado em celulas epiteliais, enquanto o EGF-R demonstra um padrao 
oposto de expressao. (Da mesma forma que o receptor EGF, PDGF-R utUiza uma tirosina cinase 
no seu dominio citoplasmatico para propagar sinais para dentro da celula; veja a Figura 5.10.) 
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Tabela 5.2 Receptores tirosina cinase alterados em tumores humanos® 


Nome do receptor 

Principal ligante 

Tipo de alteragao 

Tipos de tumor 

EGF-R/ErbBI 

EGF TGF-a 

Superexpressao 

Cancer pulmonar de celulas nao-pequenas, mama, cabega e 
pescogo, estomago, colorretal, esofago, prostata, bexiga, rins, 
pancreas, carcinomas ovarianos, glioblastoma 

EGF-R/ErbBI 


Ectodominio truncado 

Glioblastoma, carcinomas de pulmao e mama 

ErbB2/HER2/Neu 

NRG, EGF 

Superexpressao 

30% dos adenocarcinomas de mama 

ErbB3, 4 

Varies 

Superexpressao 

Carcinoma oral escamoso 

Flt-3 

FL 

Duplicagao em tandem 

Leucemia mielogena aguda 

Kit 

SGF 

Substituigao de aminoacidos 

Tumor de estroma gastrintestinal 

Ret 


Fusao com outras proteinas, 
mutagoes pontuais 

Carcinomas papilares e de tireoide, multiplas neoplasias 
endocrinas 2A e 2B 

FGF-R3 

FGF 

Superexpressao, substituigao 
de aminoacidos 

Mielomas multiplos, carcinoma cervical e de bexiga 


“ Veja tambem a Figura 5.17. 


A conexao entre PDGF e a oncoprotei'na codificada por sis sugeriu outro importante meca- 
nismo pelo qual oncoprotei'nas poderiam transformar celulas: o virus do sarcoma de si'mios 
infecta uma celula, e o oncogene sis faz com que essa celula infectada libere para o meio 
circundante imensas quantidades de uma protema Sis semelhante ao PDGF. Uma vez no 
espafo extracelular, essas moleculas semelhantes a PDGF ligam-se ao PDGF-R presente na 
propria celula que recem as sintetizou e liberou. O resultado e uma forte ativa^ao dos recep- 
tores PDGF da celula e, conseqiientemente, uma inunda^ao da celula com um fluxo cons- 
tante de sinais estimulatorios de crescimento, liberados pelo PDGF-R ativado por ligante. 

Essas descobertas tambem solucionaram um enigma existente havia muito tempo. Muitos 
tipos de retrovirus agudamente transformantes sao capazes de transformar uma grande 
variedade de tipos celulares. O virus do sarcoma de simios, no entanto, era capaz de 
transformar fibroblastos, falhando em transformar celulas epiteliais. A apresenta^ao tipo- 
especifica de PDGF-R explicou a diferente suscetibilidade a transforma^ao pelo virus do 
sarcoma de simios. 

Mais uma vez, uma conexao foi forjada entre uma proteina envolvida na sinaliza^ao mitoge- 
nica e uma oncoprotei'na viral. Nesse caso, uma celula infectada por um virus foi forjada a 
sintetizar e liberar um fator de crescimento ao qual ela tambem era capaz de responder. Mais 
do que um sinal de fator de crescimento enviado de um tipo de celula a outro tipo localizado 
nas proximidades (com freqiiencia denominado sinaliza^ao paracrina) ou, ainda, um sinal 
enviado atraves da circula 9 ao de um tecido do corpo para outros tecidos mais distantes (sina- 
liza^ao enddcrina), esse tipo de sinaliza^ao foi auto-estimulatorio, ou autocrino. Neste caso, 
a celula fabrica seus proprios mitogenos (Figura 5.12B, G). (Um mecanismo de sinaliza^ao 
autocrino tambem explica como o virus da leucemia de Friend, um outro retrovirus de ca- 
mundongo, e capaz de provocar a doen^a; veja a Barra lateral 5.4.) 

De fato, diversos tumores celulares humanos sao conhecidos por produzirem e liberarem 
quantidades consideraveis de fatores de crescimento aos quais tambem sao capazes de res¬ 
ponder (Tabela 5.3). Alguns desses, como certos canceres de pulmao, produzem ate tres 
fatores de crescimento distintos (fator de crescimento tumoral, ou TGF-a; fator de celula- 
tronco, ou SGF; fator de crescimento semelhante a insulina, ou IGF) e, ao mesmo tempo, 
expressam os receptores desses tres ligantes, estabelecendo tres sinaliza 96 es autocrinas circu- 
lares simultaneamente. Esses circulos de sinaliza^ao parecem funcionalmente importantes 
para o crescimento de tumores. Por exemplo, em um estudo de pacientes com cancer pulmonar 
de celulas pequenas (SCLC), aqueles cujos tumores expressaram Kit, o receptor do fator de celula- 
tronco (SGF), sobreviveram, em media, apenas 71 dias apos o diagnostico de sua doen^a, ao passo 
que aqueles cujos tumores nao expressavam Kit sobreviveram, em media, 288 dias. 

Provavelmente o maior tumor autocrino e o sarcoma de Kaposi, um tumor de celulas proxima- 
mente relacionadas as celulas endoteliais que formam os ductos da linfa (veja a Barra lateral 3.10). 
Ate o presente momento, tumores de Kaposi foram documentados como produtores de PDGF, 
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Barra lateral 5-4 Smaliza9ao autocrina resolve o misterio da genese de 
leucemia pelo virus da leucemia de Friend Houve uma ocasiao na qual 
os poderes biologicos do virus da leucemia murina de Friend (FLV) 
representavam um grande misterio. Esse virus era capaz de induzir ra- 
pidamente eritroleucemias em camundongos, ainda que um exame cui- 
dadoso do genoma viral falhasse em revelar qualquer oncogene aparen- 
te que pudesse ter sido adquirido do genoma celular, como era o caso 
de todos os outros retrovirus oncogenicos rapidos. Entao, FLV parecia 
conter apenas os genes gag, pol e env, necessarios para a replica^ao de 
qualquer retrovirus (veja a Figura 3.19). 

Uma pista surgiu de um pequeno genoma retroviral que co-prolife- 
rava com FLV. Esse genoma menor, que aparentemente resultou da 
dele9ao da maioria dos genes de um genoma retroviral tipo selvagem, 
carregava apenas o gene para uma glicoprotelna viral, ou seja, um gene 
similar a e derivado do gene retroviral env. (Em geral, as glicoprotelnas 
codificadas por env sao utilizadas pelos virions dos retrovirus para que 
estes possam se ligar a celulas-alvo e fusionar a membrana do virion a 


membrana plasmatica destas celulas.) Uma caracteriza9ao detalhada 
dessa glicoprotelna, chamada gp55, resolveu o enigma das eritroleuce¬ 
mias induzidas por FLV. A protelna gp55 age mimetizando o fator de 
crescimento eritropoetina (EPO). Geralmente, quando a pressao de 
oxigenio no sangue e menor do que a normal, EPO e liberada nos tins 
e liga-se aos receptores de EPO presentes nas celulas da medula ossea 
que sao precursores imediatos dos eritroblastos (precursores das celulas 
vermelhas maduras do sangue). Essa ativa9ao dos EPO-R faz com que 
essas celulas aumentem em numero e as estimula a se diferenciarem em 
eritrdcitos (celulas vermelhas do sangue). Em camundongos infectados 
por FLV, a gp55 liberada por um eritroblasto infectado age de maneira 
autocrina na celula infectada, ligando-se e estimulando sens receptores EPO, 
levando a celula a proliferar. (As celulas precursoras de eritrocito resultantes 
acumulam-se em grandes niimeros e sofrem muta96es adicionais que as 
tornam neopl^icas.) Ainda nao esta claro como o virus da leucemia de 
Friend obteve sucesso em remodelar uma glicoprotelna retroviral em uma 
forma de EPO eficientemente mimetizada. 


TGF-P, IGF-1, Ang-2, CC18/14, CXCLll e endotelina — todos ligantes de origem celular-bem 
como dos receptores para estes ligantes. Ao mesmo tempo, o agente causador dessa doenfa, o 
genoma do herpesvlrus-8 humane (HHV-8) que esta presente nas celulas tumorais de Kaposi, 
produz dois ligantes adicionais — vIL6 e vMIP — cujos receptores respectivos tambem sao expres¬ 
ses pelos precursores de celulas endoteliais que geram esses tumores. 

Na maioria desses casos, a expressao de genes celulares que codificam diversos fatores de cresci¬ 
mento mitogenicos esta, de alguma forma, desregulada, resultando na produfao de mitogenos em 
celulas que normalmente nao expressam nlveis significativos dessas protemas celulares. Esse pa- 
drao de comportamento e agravado pelo FlIdV-8, que forfa as celulas infectadas a sintetizarem 
dois novos fatores de crescimento que nao sao codificados pelo genoma celular. 

De uma forma mais geral, clrculos de sinaliza^ao autocrina parecem representar perigos em 
potencial para tecidos e organismos. Em tecidos normals, a prolifera^ao de celulas indivi- 
duais depende quase sempre de sinais recebidos de outras celulas; tal interdependencia asse- 
gura a estabilidade das popula^oes celulares e a manuten^ao da arquitetura tecidual. Uma 
celula que adquiriu a capacidade de controlar sua propria prolifera^ao (sintetizando seus 
proprios mitogenos) cria, portanto, um perigo iminente, ja que ciclos de retroalimenta^ao 
positiva, refor^ando, com freqiiencia levam a desregula^oes fisiologicas grosseiras. 


Tabela 5.3 Exemplos de tumores humanos que produzem fatores de crescimento autocrinos 


Ligante 

Receptor 

Tipo(s) de tumor 

HGF 

Met 

Diversos tumores endocrinos, tumores invasivos de pulmao 
e mama, osteossarcoma 

IGF-2 

IGF-1 R 

Colorretal 

IL-6 

IL-6R 

Mieloma, FiNSCC 

IL-8 

IL-8R A 

Cancer de bexiga 

NRG 

ErbB2^/ErbB3 

Carcinoma de ovario 

PDGF-BB 

PDGF-Ra/p 

Osteossarcoma, giioma 

PDGF-C 

PDGF-a/p 

Sarcoma de Erwing 

PRL 

PRL-R 

Carcinoma de mama 

SCF 

Kit 

Sarcoma de Erwing, SCLC 

VEGF-A 

VEGF-R (Flt-1) 

Neurobiastoma, cancer de prostata, sarcoma de Kaposi 

TGF-a 

EGF-R 

Celula escamosa de pulmao, adenocarcinoma de prostata e 
mama, cancer no pancreas, mesoteiioma 

GRP 

GRP-R 

Cancer pulmonar de celulas nao-pequenas 


“ Conhecido tambem como HER2 ou receptor Neu. 
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Barra lateral 5-5 Sinaliza 9 ao autocrina influen- 
cia o desenvolvimento de terapias anticancer 
Testar a eficacia de uma nova droga anticancer 
geralmente inicia com a analise da capacidade 
da droga de afetar o crescimento e/ou a sobre- 
vivencia de celulas cancerigenas em cultura {jn 
vitro). Esses testes sao entao seguidos pela in- 
ser^ao dessas celulas cancerigenas em camun- 
dongos hospedeiros, nos quais elas poderao for- 
mar tumores (in vivo). A responsividade desses 
enxertos de tumor ao tratamento com as drogas 
administradas ao camundongo possuidor do tu¬ 
mor e freqiientemente utilizada para prever se uma 
droga em estudo possuira eficacia cllnica, ou seja, 
a capacidade de confer o crescimento de um tu¬ 
mor ou causar a diminui^ao deste. 

Em algumas ocasioes, a responsividade in 
vitro de uma popula^ao de celulas tumorais 
pode predizer seu comportamento in vivo', em 
outros casos, ela nao sera capaz. A experiencia 


de alguns desenhistas de drogas indica que es¬ 
ses comportamentos contrastantes correlacio- 
nam-se com a produ^ao de fatores de cresci¬ 
mento autocrinos pelas linhagens celulares tu¬ 
morais. Essas celulas cancerigenas, que produ- 
zem fatores de crescimento em abundancia, 
normalmente respondem ao tratamento com 
drogas de forma similar in vivo e in vitro, ao 
passo que aquelas que nao secretam fatores de 
crescimento comportam-se muito diferente- 
mente nessas duas condi^oes. Parece que as ce¬ 
lulas tumorais secretoras de fatores autocrinos 
criam seu prdprio ambiente de fatores de cres¬ 
cimento, tanto in vitro quanto in vivo. Por ou- 
tro lado, aquelas que nao secretam esses fatores 
dependem de mitogenos associados ao soro in 
vitro e dos fatores de crescimento fornecidos 
pelas celulas vizinhas in vivo, sendo que os ul- 
timos podem diferir muito do espectro de mi¬ 
togenos presentes no soro. 


A ativagao desses clrculos de sinalizagao autocrina possui conseqiiencias similares as que 
ocorrem quando uma protelna receptora estruturalmente alterada, como ErbB/EGF-R, 
e expressa por uma celula. Em ambos os casos, a celula gera seus proprios sinais mitoge- 
nicos, e a sua dependencia em mitogenos exogenos e significativamente reduzida. Essa 
dinamica tambem possui implicagoes importantes no desenvolvimento de drogas anti¬ 
cancer (Barra lateral 5.5). 


5.6 A transfosforila^ao e a base da opera^ao de receptores 
tirosina cinase 

As agoes de oncogenes como sis e erbB fornecem uma explicagao biologica satisfatoria de 
como uma celula pode se tornar transformada. Munindo as celulas com um fluxo contf- 
nuo de sinais estimulatorios de crescimento, as oncoprotelnas sao capazes de direcionar 
ciclos repetidos de crescimento e divisao celular, necessarios para que grandes popula- 
goes de celulas cancerigenas acumulem-se e formem tumores. Porem, essa explicagao 
biologica ainda deixa em aberto uma questao bioqulmica importante, que diz respeito 
ao centro da sinalizagao mitogenica: como os receptores de fatores de crescimento con- 
tendo tirosina cinases (freqiientemente chamados de receptor tirosina cinase, ou RTKs) 
obtem sucesso transduzindo sinais do espago extracelular para o interior do citoplasma 
celular? 

Sabendo da presenga de atividade enzimatica de tirosina cinase nos domlnios citoplas- 
maticos dessas protelnas, podemos reformular a pergunta: como um receptor de fator de 
crescimento utiliza seu domlnio tirosina cinase para emitir sinais em resposta a ligagao 
de um ligante? 

A solugao para esse problema veio do exame detalhado das protelnas que se tornaram fosfo- 
riladas, segundos apos a aplicagao de um fator de crescimento como EGF, nas celulas que 
expressavam seu receptor correspondente — no caso, o EGF-R (Figura 5.13). Seria razoavel 
que uma variedade de protelnas citoplasmaticas se tornasse fosforilada nos seus residues de 
tirosina apos a adigao de um ligante a um receptor de fator de crescimento. De fato, existe 
um grande mimero de protelnas que agem dessa forma. Porem, dentre essas protelnas que 
possuem fosfotirosinas, a que obteve maior destaque foi o prdprio receptor (Figura 5.14)! 
Assim, esses receptores parecem ser capazes de autofosforilagao. 
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Figura 5.13 Formagao de fosfotirosina no 
EGF-R pela adigao de urn ligante A 
utilizagao de urn reagente fluorescente que 
se liga especificamente a urn residue de 
fosfotirosina no EGF-R permite a 
visualizagao da ativagao do receptor pela 
ligagao de urn ligante. Aqui, a ativagao do 
receptor e medida em uma celula de rim de 
macaco em urn nivel basal (0 segundos), 
bem como 30 e 60 segundos apbs a 
adigao de EGF. Junto a isso, apos uma 
estimulagao por dois minutos com EGF os 
efeitos de urn tratamento por 60 segundos 
com 0 inibidor quimico da EGF-R cinase 
(AG1478) sao mostrados (direita). A 
atividade acima do nivel basal do receptor 
esta indicada em azul, enquanto a atividade 
abaixo do nivel basal esta indicada em 
vermelho. A resposta ao tratamento com 
AG1478 indica que urn nivel significativo de 
atividade basal de EGF-R estava presente, 
mesmo antes da adigao de EGF. (De M. 
Offterdinger et al., J.Biol.Chem. 279:36972- 
36981, 2004.) 


0 segundos 30 segundos EGF 60 segundos EGF 60 segundos AG1478 



Outra pista veio da estrutura de muitos fatores de crescimento ligantes; eles foram descober- 
tos como sendo dimericos, ou seja, compostos tanto por duas subunidades proteicas identi- 
cas (homodi'meros) quanto por subunidades similares, mas nao identicas (heterodimeros). 
Uma terceira dica veio de observagoes de que muitas protei'nas transmembrana similares aos 
receptores EGF e PDGF possuem mobilidade lateral no piano da membrana plasmatica. Ou 
seja, ja que os dommios transmembrana dessas protemas receptoras permanecem embebidos 
na bicamada lipidica da membrana, eles estao relativamente livres para se movimentarem 
para frente e para tras na superficie celular. 

Unidos, esses fatos conduziram a um modelo simples. Na ausencia de um ligante, o receptor 
de fator de crescimento existe na sua forma monomerica (uma subunidade), embebida na 
membrana plasmatica. Quando encontra seu fator de crescimento ligante, que e um homo- 
dimero, uma molecula de receptor se ligara a uma dessas subunidades do ligante. Apos, o 
complexo ligante-receptor ira vagar pela membrana plasmatica ate que encontre outra mole¬ 
cula de receptor, e, nessa ocasiao, a segunda subunidade do ligante, ainda nao comprometi- 
da, ira se ligar a essa segunda molecula de receptor. O resultado e uma ligagao cruzada das 
duas moleculas de receptor mediada pelo ligante dimerico, que forma uma ponte entre os 
receptores (Figura 5.15). Estudos por cristalografia de raios X de fatores de crescimento liga- 
dos aos ectodomi'nios de sens receptores revelaram outros mecanismos pelos quais esses li¬ 
gantes sao capazes de induzir a dimerizagao dos receptores (Barra lateral 5.6). 


Uma vez que a dimerizagao dos ectodomi'nios de duas moleculas de receptor foi alcangada 
pela ligagao do ligante, as porgoes citoplasmaticas tambem sao unidas. Agora, cada dommio 
cinase fosforila resi'duos de tirosina presentes no dommio citoplasmatico de outro receptor. 
Assim, o termo “autofosforilagao” (veja a Figura 5.14) e, na verdade, uma falsa denominagao. 
Essa fosforilagao bidimensional, redproca, e melhor descrita como um processo de transfos- 


Figura 5.14 Autofosforilagao aparente do 
receptor EGF (A) Quando celulas de 
carcinoma humano A431, que expressam 
EGF-R em grandes quantidades, sao 
incubadas em um meio contendo ^^P 04 e 
entao expostas ao EGF, uma protelna 
marcada radioativamente pode ser 
imunoprecipitada com um anti-soro anti- 
fosfotirosina (canaleta 2); essa protelna 
migra juntamente com EGF-R na 
eletroforese em gel e nao e detectada na 
ausencia de tratamento anterior com EGF 
(canaleta 1). (B) Estao mostrados aqui os 
fosfoaminoacidos marcados com das 
protefnas cujas celulas nao foram tratadas 
com EGF (resolvido por eletroforese: veja a 
Figura 5.8). (C) Apbs a adigao de EGF as 
celulas A431, um ponto se torna mais 
escuro na porgao direita inferior; 
marcadores infernos indicam que ele 
representa uma fosfotirosina, e nao uma 
fosfosserina ou fosfotreonina. (A, de A. B. 
Sorokin eta/., FEBS Lett. 268:121-124, 

1990: B e C, cortesia de A R. Frackelton Jr.) 
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fatores de 
crescimento 



Figura 5.15 Dimerizagao do receptor apos 
a ligagao do ligante Este esquema indica 
como muitos fatores de crescimento 
podem ser ativados para emitirem sinais. 
Na ausencia de ligante, moleculas de 
receptor {verde) estao livres para se mover 
lateralmente no piano da membrana 
plasmatica. Na presenga do fator de 
crescimento ligante, duas moleculas de 
receptor sao unidas, formando urn dimero. 
Lima vez que o receptor esta dimerizado, o 
domlnio tirosina cinase de cada 
subunidade de receptor e capaz de 
fosforilar a cauda C '-terminal 
citoplasmatica da outra subunidade - o 
processo da transfosforilagao (sefas). 


forilagao (veja a Figura 5.15). (De fato, nao esta claro se uma linica molecula cinase isolada 
e capaz de fosforilar a si mesma.) 

A fosforilagao desses resi'duos de tirosina pode possuir no mi'nimo duas conseqiiencias. A 
fenda catalitica de uma cinase - a regiao da protei'na na qual sua fungao enzimatica ocorre - 
pode ser parcialmente obstrui'da por uma alga da protei'na, prevenindo a cinase de interagir 
efetivamente com sens substratos. A transfosforilagao de uma tirosina cn'tica, na “alga de 
ativagao” obstrui'da, faz com que a alga saia do caminho, o que permite que a fenda catalitica 
possua acesso direto as suas moleculas de substrato. Alem disso, a transfosforilagao resulta na 
fosforilagao de resi'duos de tirosina presentes nas porgoes citoplasmaticas do receptor de fator 
de crescimento, fora do dominio cinase, conforme indicado na Figura 5.15. Como veremos 
a seguir, esses eventos de fosforilagao permitem que a molecula de receptor fosforilada resul- 
tante ative diversas vias de sinalizagao downstream. 

O modelo de dimerizagao do receptor explica como receptores de fatores de crescimento podem 
participar da formagao de canceres quando as moleculas de receptor sao superexpressas, ou seja, 
apresentadas na superficie celular em niveis que excedem muito os vistos em celulas normals (veja 
a Barra lateral 5.3). Ja que esses receptores estao livres para se movimentarem lateralmente no 
piano da membrana plasmatica, seu alto niimero faz com que eles colidam freqiientemente, e, 
esses encontros, como eventos de dimerizagao desencadeados pela ligagao do ligante, podem re- 
sultar em transfosforilagao, ativagao do receptor e emissao de sinal. O receptor EGF e superexpres- 
so em um grande niimero de tumores humanos, principalmente carcinomas, conforme indicado 
na Tabela 5.2. Em tais tumores, essa superexpressao pode resultar na dimerizagao e ativagao de 
receptor de forma independente de ligante. Alternativamente, a expressao excessiva do receptor de 
EGF pode tornar algumas celulas cancen'genas hiper-responsivas aos niveis baixos dos ligantes 
EGF e TGF-a que podem estar presentes nas redondezas. 

Em geral, e diflcil distinguir esses dois mecanismos alternativos. Um grupo de experimentos, 
no entanto, fornece uma indicagao nao-ambi'gua de que a superexpressao do receptor pode 
agir por meio do primeiro desses mecanismos - dimerizagao e ativagao independente de 
ligante. Nesse experimento, o receptor humano Met (cujo ligante e FIGF/SF) foi superex- 
presso em celulas de flgado de camundongo de uma linbagem geneticamente alterada; isso 
acarretou, por sua vez, o desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares (HCCs). O recep¬ 
tor humano Met nao e capaz de se ligar ao ligante HGF/SF, o que indica que a ativagao 
observada no receptor, bem como a transformagao celular, poderia ser descrita como um 
processo independente do ligante, uma dimerizagao espontanea especi'fica de moleculas de 
Met superexpressas. 
















138 / Capi'tulo 5 Fatores de Crescimento, Receptores e Cancer 


Barra lateral 5.6 Fatores de crescimento induzem a dimeriza 9 ao de 
receptor de muitas formas Na realidade, o modelo simples de dimeri- 
za^ao de receptor mostrado na Figura 5.15 representa o comportamen- 
to de apenas um pequeno grupo de receptores de fator de crescimento. 
Esse modelo se aplica, por exemplo, ao fator de crescimento de nervos 
(NGF) e sen receptor Trk e ao fator de crescimento vascular endotelial 
(VEGF) e seu receptor Flt-1 (Figura 5.16A). No entanto, no caso do 
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), as moleculas de fator de 
crescimento sao monomeros que nao entram diretamente em contato. 
Em vez disso, um par de moleculas de FGF e unido pela liga 9 ao co¬ 
mum de uma molecula de heparina; cada um dos monomeros entao 
atrai uma molecula de FGF-R, causando a dimeriza^ao (Figura 5.16B). 


Outros fatores de crescimento funcionam como cadeias poli- 
peptidicas linicas. Entao, uma unica molecula de eritropoetina (EPO) 
e capaz de contatar simultaneamente duas moleculas de receptor, 
causado assim sua dimeriza^ao (nao-mostradd). Outros ligantes po- 
dem ainda atuar como heterodi'meros. No caso do receptor EGF, 
duas moleculas de ligante (como EGF ou um ligante EGF-R cha- 
mado TGF-a) ligam-se como monomeros a receptores tambem 
monomericos; essa liga^ao faz com que dois desses receptores ativa- 
dos por ligante exponham sens dominios de dimeriza^ao dos ecto- 
dommios opostos aos sitios de liga^ao de ligante e associem-se um 
ao outro sem qualquer conexao entre os dois monomeros ligantes 
(Figura 5.16G). 



Flt-1 (=VEGF-R) FGF-R1 dominios de dimerizagao 


Figura 5.16 Mecanismos alternativos para a dimerizagao de 
receptores induzida por fatores de crescimento A cristalografia de 
raios X revelou como diversos fatores de crescimento ligantes 
causam a dimerizagao de receptores. (A) 0 fator de crescimento 
vascular endotelial (VEGF) liga-se como um dimero {vermelho, azul) a 
dois monomeros do seu receptor, chamado Flt-1 (verde), 
aproximando-os. Esse complexo esta sendo visualizado de baixo 
para cima, ou seja, a partir da membrana plasmatica, olhando-se 
para fora desfa. (B) No caso do receptor de fator de crescimento de 
fibroblasto-1 (FGF-R1), cada um dos ligantes FGE-2 {laranja-escuro) 
se liga ao dominio de ligagao de ligante de cada monomero de 
receptor {verde-agua). Cada dominio de ligagao de ligante das 
subunidades de receptor, vistos aqui em uma visao lateral, e 
composto por dois subdominios. (Os dois dominios verdes estao um 
acima do outro nessa vista.) A dimerizagao do receptor ocorre 


apenas se as duas moleculas ligantes de FGF estao ligadas, por sua 
vez, a uma molecula comum de heparina (figura em bastao), sendo 
esta um componente de glicosaminoglicano da matriz extracelular. 
(C) No caso de EGF-R, moleculas de fator de crescimento tumoral a 
(TGF-a), um dos ligantes alternativos desse receptor, ligam-se 
individualmente (verde, esquerda; purpura, direita) as "porgoes 
laterais’’ de cada par de subunidades de receptor (amarelo-escuro, 
rosa-escuro). Conforme visto de uma visao superior da membrana 
plasmatica, monomeros de receptor respondem a ligagao de um 
ligante expondo dominios que medeiam sua dimerizagao. Assim, 
cada molecula de fator de crescimento e removida da regiao do 
monomero de receptor que esta diretamente envolvida na 
dimerizagao. (A, de C. Wiesmann et al.. Cell 91:695-704, 1997; B, de 
A. Plotnikov et al.. Cell 98:641:650, 1999; C, de T. P J. Garret et al.. 
Cell 110:763-773, 2002.) 


Uma vasta gama de alteragoes estruturais tambem pode ocasionar a dimerizagao do receptor 
independente do ligante, na ausencia da superexpressao do receptor. Isso pode ser realizado 
por uma versao mutante do receptor HER2/ErbB2/Neu, um primo do receptor EGF que e 
encontrado em certos tumores de ratos. A exposigao de ratas gravidas ao agente mutagenico 
etilnitroureia (ENU) resulta no nascimento de filhotes que freqiientemente sucumbem a 
tumores neuroectodermais 3 a 6 meses depois. Os tumores quase que invariavelmente carre- 
gam uma mutagao pontual na seqiiencia que especifica o dominio transmembrana desse 
receptor (veja a Figura 5.12). A substituigao de um resi'duo de valina por um de acido gluta- 
mico favorece a dimerizagao constitutiva de dois receptores, mesmo na ausencia de ligagao de 
ligante, criando uma oncoprotema potente. 

Como HER2/ErbB2/Neu, os receptores EGF e FGF podem ser afetados por mutagoes pon- 
tuais ou pequenas delegoes que originam receptores constitutivamente ativos; as mutagoes 
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Figure 5.17 Fusao de genes causa a 
dimerizagao constitutiva de receptores 
Em urn grande numero de tumores 
malignos, a dimerizagao do receptor ocorre 
quando os genes que codificam receptores 
de fatores de crescimento iporgao preta) 
fusionam-se a genes nao-relacionados que 
especificam proteinas que normalmente 
dimerizam-se ou formam oligomeros de 
ordem elevada iporgao vermelha). Como 
consequencia, as porgoes de receptor 
dessas proteinas de fusao hibridas 
(normalmente seus ectodominios) sao 
unidas pelas proteinas oligomerizantes as 
quais elas se uniram. Aqui, estao listados 
exemplos de tais mutantes, receptores 
fusionados encontrados em tumores 
humanos; em alguns casos, urn dado 
receptor pode ser encontrado fusionado a 
multiplas proteinas oligomerizantes 
alternativas. (Cortesia de A. Charest.) 


somaticas correspondentes alteram os domlnios citoplasmaticos desses receptores, pertur- 
bando os domlnios que regulam as tirosina cinases associadas ao receptor. Em uma serie de 
canceres pulmonares de celulas nao-pequenas, menos de 10% foram identificados como pos- 
suidores de receptores mutantes de EGF, os quais se mostraram particularmente responsivos 
a drogas terapeuticas direcionadas contra a molecula de receptor, como veremos na Segao 
16.2. Receptores estruturalmente alterados foram descobertos como bastante comuns em 
carcinomas de bexiga: no mlnimo 60% desses tumores sao possuidores de versoes significati- 
vamente alteradas do receptor FGF-3. O mecanismo preciso pelo qual versoes truncadas, 
mutantes, do receptor EGF que nao possuem ectodominios tornam-se constitutivamente 
ativadas (veja a Figura 5.11) e pouco compreendido. 


Outros tipos de alteragoes geneticas de receptores de tirosina cinase tambem podem originar 
oncoprotelnas. For exemplo. Met, cujas fungoes como receptor para fator de crescimento de 
hepatocitos (HGF), e TrkA, que atua como o receptor para o fator de crescimento neuronal 
(NGF), foram identificados como convertidos em oncoprotelnas em alguns tumores como con- 
seqiimcia de eventos de fusao genica. Tais fiisoes resultaram em seqiiencias truncadas codificando 
os ectodominios desses receptores e uma fusao das porgoes remanescentes desses receptores com 
outras proteinas que em geral formam dlmeros ou oligomeros. Isso resulta em uma dimerizagao 
constitutiva, independente de ligante, desses receptores, explicando os poderes oncogenicos dessas 
proteinas fusionadas. Outras mudangas bruscas na estrutura do receptor tambem podem encora- 
jar a ativagao independente de ligante em diversos tipos celulares (Barra lateral 5.7). 


Ainda que tenhamos dado grande enfase a dimerizagao de receptores, esta representa apenas uma 
das modificagoes moleculares que mol&ulas de receptores de tirosina cinase podem softer apos 
ligarem-se a seus ligantes. Existem evidencias crescentes de que, junto a essa dimerizagao, o ecto- 
domlnio de ligagao do ligante sofre algum tipo de rotagao ou mudanga estereoqulmica, e que esta 
e transmitida atrav& da membrana plasmatica para os domlnios de cinase citoplasmaticos dos 
receptores de tirosina cinase, que, por sua vez, movem-se para novas configuragoes que favorecem 
a transfosforilagao. De fato, em alguns receptores de tirosina cinase, a dimerizagao constitutiva 
pode existir mesmo sem a ligagao de um ligante, e o ligante age apenas para causar uma rotagao 
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Barra lateral 5.7 Formas mutantes de um unico receptor tirosina ci- 
nase podem desempenhar um papel causal em muitos tipos diferen- 
tes de cancer A protei'na Kit foi originalmente descoberta como uma 
oncoprotema codificada por um retrovirus do sarcoma felino. O proto¬ 
oncogene kit codifica um receptor tirosina cinase cujo ligante e o fator 
de celulas-tronco (SCF), um fator de crescimento importante para a 
estimula^ao da forma^ao de varios tipos de celulas no sangue (o proces- 
so de hematopoiese), bem como para o desenvolvimento de uma varie- 
dade de tipos celulares nao-hematopoieticos, incluindo melanocitos e 
as celulas mediadoras de mobilidade intestinal. Formas mutantes do 
receptor Kit, as quais sao ativadas constitutivamente de forma inde- 
pendente de ligante, sao encontradas em um arranjo diverso de malig- 
nidades. Em muitas leucemias de caes, receptores Kit mutantes carregando 
substitui^oes de aminoacidos nos reslduos justamembrana citoplasmaticos 
- aqueles prdximos ao domlnio transmembrana - sao comuns. 

As celulas marca-passo do intestino, as quais controlam as contra- 
96 es peristalticas dos mvisculos lisos desse orgao, tambem baseiam-se 


no receptor Kit para seu desenvolvimento apropriado e estao ausentes 
se o gene kit e inativado na linhagem germinativa (e assim em todas as 
celulas) de um camundongo. Em tumores do estroma gastrintestinal 
(GlSTs) de humanos, que parecem surgir dessas mesmas celulas, subs- 
titui^oes de aminoacidos justamembrana similares aquelas vistas em 
leucemias de caes sao normalmente observadas. Analises da estrutura 
do receptor Kit e de receptores de tirosina cinase relacionados indi¬ 
cam que o domlnio justamembrana do receptor Kit desempenha um 
papel inibitorio na regula^ao do receptor e que sua habilidade em 
suprimir a ativa^ao do receptor e comprometida por substitui^oes 
de aminoacidos e dele^oes neste domlnio que sao comumente vistos 
em GlSTs (Figura 5-18). Em um grupo de pacientes GIST, aqueles 
cujos tumores carregavam muta^oes sutis (sentido trocado) afetan- 
do o exon 11 do gene kit estavam todos vivos quatro anos apos o 
diagnostico inicial e tratamento, enquanto apenas metade daqueles 
cujos GlSTs carregavam dele^oes do exon inteiro estavam vivos no 
mesmo tempo. 


Figura 5.18 Multiplas alteragoes estruturais alteram a ativagao do receptor Kit (A) Conforme apresentado aqui, o 
receptor Kit pode ser encontrado constitutivamente ativo, uma forma mutante encontrada em muitos tumores 
humanos (/efras vermelhas). (B) A estrutura do domtnio citopiasmatico do receptor Fit-3 (determinada por 
cristalografia de raios X), que e proximamente relacionado ao Kit, esta mostrada aqui como uma estrutura em fita. 
Como quase todas as proteinas cinases, esta e composta de uma porgao N-terminai {vermelho) e uma porgao C- 
terminai (azu/), com uma fenda cataiitica entre eias. A fenda cataiitica normaimente esta obstruida tanto por uma 
“alga de ativagao" iyerde) quanto por um dominio justamembrana [amarelo). Note o residue de tirosina da aiga de 
ativagao, cuja fosforilagao retira a alga do caminho, permitindo o acesso dos substrates a fenda cataiitica. (C) 0 
receptor Kit, encontrado mutado em praticamente todos os tumores de estroma gastrintestinais (GlSTs), 
frequentemente carrega alteragoes que afetam o dominio justamembrana (JM), mostrado aqui como um cilindro 
amarelo colocado acima da porgao N-terminal da tirosina cinase com dois lobulos {visao lateral, membrana 
plasmatica esta acima [nao-mostrado]). Ligagao do ligante ao receptor Kit resulta inicialmente na transfosforilagao 
de reslduos de tirosina no dominio JM, que causa sua dissociagao da porgao N-terminal; a estrutura fosforilada 
resultants {ziguezague amarelo) esta mostrada aqui como posicionada acima do dominio cinase, ou seja, fora do 
caminho. Apos a ocorrencia desses eventos, a transfosforilagao de um residuo-chave de tirosina na alga de 
ativagao {verde), que normalmente obstrui a fenda cataiitica (veja o painel B), tambem contribui para a ativagao da 
fungao de cinase. Receptores Kit mutantes que possuem dominios JM defectives sao, dessa forma, parcialmente 
ativados mesmo na ausencia da ligagao com o ligante. (A, cortesia de D. Emerson; B, de J. Griffith, J. Mol. Cell 
13;169-178, 2004; C, de R M. Chan et al.. Mol. Cell Biol. 23;3067-3078, 2003.) 


concorrente tanto nos ectodomlnios quanto nos dominios citoplasmaticos das moleculas de re¬ 
ceptor que facilitam a sinalizagao pelos seus dominios de cinase. 

O seqiienciamento do genoma humano revelou o repertorio completo de receptores da tiro¬ 
sina cinase que possivelmente sao expressos em tecidos humanos. De cerca de 22 mil genes 
em nosso genoma, no mlnimo 58 codificam proteinas possuidoras da estrutura geral dos 
receptores EGF e PDGF, ou seja, um ectodomlnio de ligagao de ligante, um domlnio trans¬ 
membrana e um domlnio citopiasmatico de tirosina cinase. Esses receptores foram agrupa- 
dos em subclasses, de acordo com suas similaridades estruturais (veja a Figura 5.10). Ate o 
presente momento, apenas um pequeno mimero desses receptores foi implicado como agen- 
te que contribui para a formagao de canceres humanos. E provavel que o envolvimento de 
outros receptores dessa classe em canceres humanos seja demonstrado futuramente. Alelos 
mutantes de certos genes de receptores de tirosina cinases podem ser significativamente trans- 
mitidos para a linhagem celular germinativa. Isso pode explicar a origem de uma serie de 
slndromes familiais de cancer, nas quais os membros afetados apresentam riscos aumentados 
de contralrem certos tipos de canceres (Barra lateral 5.8). 
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5.7 Tambem outros receptores permitem com que cdulas de 
mamiferos comuniquem-se com seu ambiente 

Por volta de 1980, diversos tipos disdntos de receptores de metazoarios haviam sido desco- 
bertos. A partir de entao, tornou-se claro que os receptores tirosina cinase representavam 
apenas uma classe de receptores dentre um grupo muito maior de receptores estruturalmente 
diversos, todos projetados para permitir que as celulas sentissem o estado bioqufmico de seus 
arredores. Como no caso dos receptores de tirosina cinase, cada um dos tipos de receptor e 
especializado para detectar a presenga de um ligante extracelular especi'fico, ou grupos relaciona- 
dos de ligantes, e responder a esse encontro com a transdugao de sinais para o citoplasma. 

Uma classe de receptores, que e especialmente importante na recepgao de sinais controlado- 
res do desenvolvimento de varios tipos celulares hematopoieticos, tambem utiliza tirosina 
cinases. Nesse caso, no entanto, as enzimas responsivas, chamadas Jaks (Janus cinases), sao 
polipepti'deos separados que se associam aos dommios citoplasmaticos desses receptores por 
meio de ligagoes nao-covalentes. Nesse grupo, inclui-se o receptor da eritropoetina (EPO), 
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Barra lateral 5.8 Genes mutados de recepto¬ 
res podem ser transmitidos para linhagens 
germinativas humanas O gene rercodifica um 
receptor de tirosina cinase que pode ser en- 
contrado freqiientemente em formas mutan- 
tes de carcinomas papilares de tireoide, espe- 
cialmente nos que foram induzidos por ex- 
posi^ao negligence da glandula da tireoide a 
raios X em exames cli'nicos. Nesses tumores, 
o gene ret, na maioria das vezes, encontra-se 
fusionado a um ou a diversos outros genes, 
como conseqiiencia de uma transloca^ao cro- 
mossomica (veja a Figura 5.17). O resultado 
e a ativa^ao constitutiva da protei'na fusiona- 
da Ret de forma independence de ligante. Ale- 
los mais bruscamente alterados podem ser trans¬ 
mitidos para linhagens celulares germinativas, 
em que podem causar sindromes de canceres 
herdados conhecidas, como a neoplasia endo- 
crina multipla (MEN) dos tipos 2A e 2B e o 
carcinoma medular de tireoide familiar. 

A MEN e uma smdrome relativamente 
incomum, encontrada em uma em cada 30 
mil pessoas da popula^ao geral. No tipo 2A 
de MEN, a tireoide e o principal local do 
cancer, e praticamente todos os pacientes 
possuem carcinomas papilares de tireoide. 
Alem disso, locais secundarios de canceres 
podem ser encontrados nas glandulas adre¬ 
nal (ocasionando feocromocitomas) e pa- 
ratireoide (causando hiperplasias ou adeno¬ 
mas). A doen^a proximamente relacionada 
MEN tipo 2B manifesta-se como um risco 
aumentado de tumores de tireoide e na 
glandula adrenal, alem das celulas dos glan- 
glios nervosos no trato intestinal. Cases de 
MEN 2A normalmente iniciam com uma 
muta^ao pontual herdada que causa a subs- 
titui 9 ao de um residue de cisteina no do- 
minio extracelular de tirosina cinase do re¬ 
ceptor Ret. Cases de MEN 2B sao causa- 
dos por uma substitui^ao no dominio tiro¬ 
sina cinase desse receptor. 

O cancer hereditario nas papilas renais 
deve-se a alelos mutantes herdados no gene 
met, que codifica o receptor para ao fator de 
crescimento de hepatocito (HGF). Esses ale¬ 
los mutantes de linhagens germinativas de met 
freqiientemente carregam muta^oes que cau- 
sam substitui^oes de aminoacidos no domi¬ 
nio tirosina cinase de Met, resultando na ati- 
va^ao independente de ligante e, de forma 
constitutiva, do receptor. 


Membros de uma familia japonesa (Figu¬ 
ra 5.19) foram identificados como transmis- 
sores de um alelo mutante do receptor Kit para 
sua linhagem germinativa. Como as formas 
somaticas mutantes de kit (veja a Barra late¬ 
ral 5.7), os alelos mutantes da linhagem ger¬ 
minativa possuem uma muta^ao que afeta o 
dominio justamembrana do receptor Kit, oca¬ 
sionando tumores de estroma gastrintestinais 
(GISTs). Quando essa muta^ao e introduzida 
em uma das duas copias do gene kit da linha¬ 
gem germinativa de camundongo, individuos 
que herdam esse alelo mutante desenvolvem 
tumores indistinguiveis dos GISTs verificados 
em humanos. 

As sindromes de canceres descritas aqui sao, 
em sua maioria, pouco usuais, ja que grande 
parte de tais sindromes envolve muta^oes de 
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Figura 5.19 Tumores de estroma gastrintestinal 
(GISTs) Tumores de estroma gastrintestinal 
surgem das celulas mesenquimais marca-passo 
do trato gastrintestinal inferior, contrastando com 
os carcinomas de colon, muito mais frequentes, 
que derivam da camada de celulas epiteliais 
que circunda o lumen do intestine. No caso da 
genealogia mostrada aqui, um alelo codificando 
um receptor tirosina cinase Kit mutante, 
constitutivamente ativo, foi carregado por quatro 
geragoes, afetando-as com GISTs e/ou 
obstrugoes intestinais. A transmissao desse 
alelo mutante, que possui uma delegao de um 
unico residue de aminoacido no dominio 
justamembrana da proteina receptora (veja a 
Figura 5.18), por tantas geragoes indica que a 
sua expressao fenotipica em uma linhagem 
germinativa foi frequentemente adiada ate 
relativamente tarde na infancia de diversas 
criangas. Individuos afetados {vermelhoy, 
homens (quadrados): mulheres (drculos)] 
mottos {riscados). (De T. Nishida et al., Nat. 
Genet. 19:323-324, 1998.) 


genes em linhagens germinativas que resul- 
tam, em m'vel celular, na formagao de alelos 
recessivos inativos. Dentre esses alelos, estao 
inclui'dos os de genes supressores de tumor, a 
serem discutidos no Capi'tulo 7, e os genes de 
reparo de DNA, descritos no Capi'tulo 12. 
Parece provavel que, de modo geral, oncoge¬ 
nes mutantes constitutivamente ativos nao 
podem ser tolerados em linhagens germinati¬ 
vas, ja que eles atuam como alelos dominan- 
tes nas celulas, sendo, portanto, altamente 
prejudiciais para o desenvolvimento embrio- 
nario normal. Alelos recessivos presentes em 
uma unica copia na linhagem germinativa, no 
entanto, podem ser tolerados, ja que sua pre- 
senga nas celulas torna-se aparente apenas 
quando o alelo dominante tipo selvagem e 
perdido. Como essa perda e pouco freqiiente, a 
expressao do fenotipo induzido por cancer e 
adiado ate bastante tarde no desenvolvimento. 

Os alelos oncogenicos dominantes dos ge¬ 
nes de receptores de tirosina cinase listados 
anteriormente parecem ser compati'veis com 
um desenvolvimento normal, ja que sua ex¬ 
pressao (no caso dos genes ret e kit) esta limi- 
tada a um pequeno grupo de tecidos, poden- 
do ser ate adiada durante a embriogenese, per- 
mitindo o desenvolvimento normal do em- 
briao, sem os efeitos deleterios desses alelos 
promotores de crescimento. 

Essa logica foi abalada pela caracterizagao 
genetica de uma smdrome de cancer familiar rara 
identificada em 2005: ao contrario do que ha- 
via sido pre-concebido, alelos mutantes, ativa- 
dos, do proto-oncogene W-ras presentes em um 
zigoto nao eram incompatfveis com um desen¬ 
volvimento humano relativamente normal. In- 
divi'duos herdeiros desse alelo sao afetados pela 
smdrome de CosteUo, que esta associada a re- 
tardo mental, alto peso ao nascer, cardiomiopa- 
tia (defeitos patoldgicos no musculo cardlaco) e 
uma tendencia para desenvolver tumores; jun¬ 
tas, essas patologias impediram que esses indivl- 
duos atingissem a idade adulta. (Isso explica por- 
que os 12 casos descritos representavam muta- 
goes de novo, ou seja, mutagoes novas que surgi- 
ram durante a formagao do ovulo, em vez de 
herdadas de um parente afetado.) 

Surpreendentemente, muitos orgaos des¬ 
ses individuos desenvolvem-se de modo nor¬ 
mal, apesar da presenga de um alelo muito 
penetrante de um oncogene ativado W-ras 
(veja a Segao 4.4) em todas as suas cdulas. 
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receptores de interferon-a interferon-a 



Figura 5.20 Estrutura dos receptores de 
citocinas 0 receptor de interferon (IFN-R, 
verde-escuro), como o receptor de 
eritropoetina e trombopoetina, carrega 
tirosina cinases ligadas nao covalentemente 
(TKs) da familia Jak (nesse caso, Tyk2 e 
Jaki). Apos a ligagao do ligante (nesse caso, 
0 interferon-a), as TKs transfosforilam-se, 
ativando-se uma a outra. Subsequentemente, 
elas fosforilam as caudas C-terminal das 
subunidades de receptor, posicionando o 
receptor em uma configuragao ativa de 
sinalizagao, de forma similar as tirosina 
cinases descritas na Segao 5.6. 


que, conforme mencionado anteriormente, regula o desenvolvimento de eritrocitos (celulas 
vermelhas do sangue), e o receptor da trombopoetina (TPO), que controla o desenvolvi¬ 
mento de precursores das plaquetas sangiimeas, os chamados megacaridcitos. Os receptores 
para importantes interferons imunes reguladores tambem sao membros dessa classe. Quando 
moleculas de receptor dessa classe dimerizam em resposta a ligagao do ligante, as Jaks associa- 
das fosforilam e ativam-se umas as outras (Figura 5.20); as Jaks ativadas entao prosseguem 
para fosforilar as porgoes C-terminal de moleculas de receptor, criando assim receptores ati- 
vados para emitirem sinais, de forma semelhante aos receptores de tirosina cinase descritos 
anteriormente. Retornaremos aos detalhes da sinalizagao de Jak no proximo capi'tulo. 

O fator de crescimento transformante (3 (TGF-P) e ligantes relacionados possuem receptores 
que sao superficialmente similares aos receptores de tirosina cinase, ja que ambos possuem 
um dominio extracelular de ligagao de ligante, um dominio transmembrana e um dominio 
cinase citoplasmatico. No entanto, eles atuam invariavelmente como heterodimeros, como 
os complexos tipo I e tipo II dos receptores TGF-P (Figura 5.21). Eles tambem diferem por 
seus dommios cinase fosforilarem residuos de serina e treonina, em vez de tirosina. Os TGF- 
Ps desempenham papeis centrais na patogenese do cancer, ja que suprimem a proliferagao de 
celulas epiteliais normals e promovem a aquisigao de propriedades invasivas por celulas ja 
transformadas. Apos a ligagao do ligante, a subunidade tipo II do receptor, que possui uma 
serina/treonina cinase constitutivamente ativa, e aproximada da subunidade tipo I do recep¬ 
tor TGF-P, para que ele possa fosforila-la. A cinase pertencente ao receptor tipo I, como 
conseqiiencia, torna-se ativada, prosseguindo para fosforilar proteinas citoplasmaticas que 
migram para o micleo da celula, onde desencadeiam a expressao de certos genes-alvo (veja a 
Figura 5.21). (Uma serie de fatores relacionados aTGF-jJ, incluindo a activina e proteinas de 
morfogenese de osso [ou BMPs], utilizam receptores similares para sinalizarem; eles nao 
serao discutidas a fundo aqui, ja que seu papel no desenvolvimento de cancer ainda nao foi 
documentado.) Adiaremos uma discussao mais detalhada do sistema de sinalizagao de TGF- 
P ate o Capitulo 8. 



Figura 5.21 Estrutura do receptor TGF-p A 
estrutura do receptor TGF-p e 
superficialmente similar a dos receptores 
de tirosina cinase (RTKs), ja que ambos os 
tipos de receptor sinalizam por meio de 
dominios citoplasmaticos de cinase. No 
entanto, os dominios cinase dos receptores 
TGF-fi fosforilam especificamente residuos 
de serina e treonina, em vez de residuos de 
tirosina. Apos o receptor tipo II (TGF-pRII) 
contatar o receptor tipo I (TGF-pRl) por 
meio da ligagao do ligante TGF-p, ele 
fosforila e ativa a cinase carregada pelo 
receptor tipo I. A cinase ativada do receptor 
tipo I, por sua vez, emite sinais fosforilando 
alguns substrates citoplasm&icos. 
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Figura 5.22 Estrutura do receptor Notch 0 
receptor Notch (verde) parece possuir urn 
tipo bastante primitivo de sinalizagao. Apbs 
ter se ligado ao ligante (ou seja, NotchL ou, 
conforme mostrado aqui, Delta, rasa), que 
foi apresentado na superficie da membrana 
de uma celula adjacente, Notch sofre duas 
clivagens proteollticas sucessivas, e o 
fragmento C-terminal resultante e liberado, 
permitindo sua migragao para o nucleo da 
celula, onde ele altera a expressao de 
certos genes. 


celula 

emissora 



Uma forma bastante primitiva de sistema de sinalizagao transmembrana e o receptor Notch 
(chamado simplesmente de Notch) e sens miiltiplos ligantes alternativos (NotchL, Delta, 
Jagged; Figura 5.22). Apos a ligagao do ligante. Notch e clivado sucessivamente por duas 
proteases. Um dos fragmentos proteoliticos Notch resultantes, derivado do seu dominio ci- 
toplasmatico, migra entao para o nucleo, onde atua como parte de um grupo de fatores de 
transcrigao que ativam a expressao de uma serie de genes de resposta. A via de sinalizagao de 
Notch parece contribuir para a transformagao celular mediada por Ras e esta envolvida em 


Figura 5.23 0 sistema de sinalizagao de 
Patched-Smoothened A via de Fledgehog 
utiliza seu sistema proprio e unico de 
sinalizagao. Normalmente, Smoothened, 
um receptor de superficie de membrana 
com sete segmentos {verde-escuro), e 
funcionalmente inerte, sendo inibido por 
Patched (verde-daro), que contem 12 
dominios que trespassam a membrana 
(esquerda, acima). Nessas condigoes, Gli 
{vermelho) e clivado em uma protelna que 
se move para o nucleo, onde ela opera 
como um repressor da transcrigao 
{esquerda, abaixo). No entanto, quando o 
ligante Fledgehog (vermelho, direita acima) 
liga-se a Patched, ele libera seu poder 
inibitorio para Smoothened, que prossegue, 
de forma desconhecida, para prevenir a 
clivagem de Gli, permitindo que Gli se mova 
ate o nucleo, onde ela pode agir como um 
indutor da transcrigao (direita, abaixo). 


Patched Smoothened 
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Barra lateral 5.9 Como fatores de crescimen- 
to transitam no espa 90 intercelular? As dis- 
cussoes sobre fatores de crescimento neste ca- 
pi'tulo implicam que essas protei'nas, uma vez 
secretadas por celulas, se difundem livremen- 
te no fluido intracelular ate atingir sens alvos 
pretendidos, on seja, outras celulas que apre- 
sentam receptores celulares correspondentes. 
Na verdade, muitas moleculas de fatores de 
crescimento, talvez a grande maioria delas, 
ligam-se a componentes da matriz extracelu- 


lar (ECM) logo apos sua liberaqao pelas celulas 
que as sintetizaram. A ECM e uma rede comple- 
xa de glicoprotemas e proteoglicanas secretadas, 
que preenche quase todo o espa 90 intercelular e 
confere rigidez aos tecidos; em breve leremos sobre 
a ECM em grande detalhe (Se^ao 5.8). 

Muitos tipos de fatores de crescimento se- 
cretados parecem decorar a ECM, assim como 
enfeites sao utilizados para embelezar uma ar- 
vore de Natal. Tais fatores de crescimento po- 
dem permanecer em uma forma inerte na ECM 


por grandes pen'odos, sendo depois liberados 
da ECM e convertidos em fatores soliiveis e 
ativados. As celulas que liberam esses fatores 
retidos em sua ECM comportam-se como 
animais que procuram arbustos a procura de 
alimento. Essas celulas buscadoras normalmente 
utUizam proteases secretadas para mobUizar os 
fatores de crescimento. Elas tambem podem 
apresentar receptores que Ihes permitem respon¬ 
der a fatores de crescimento que elas mesmas 
mobilizaram. 


diversos processes morfogenicos. Formas ativas e mutantes de Notch, que sao ativadas de 
forma independente de ligante, foram identificadas em leucemias de celulas T de adultos. 

Outro receptor, ainda, chamado Patched, e construi'do a partir de multiplos dommios trans- 
membrana que se movem na membrana plasmatica (Figura 5.23). Quando os ligantes de 
Patched - protei'nas da classe Hedgehog (Hh) - ligam-se a Patched (Ptc), este se afasta de 
uma segunda protei'na de membrana chamada Smoothened (Smo). Smo entao sinaliza para 
um complexo citoplasmatico que libera um fator de transcriqao, que, por sua vez, e translocado 
para o niicleo, onde ativa os genes-alvo de Hedgehog. Alelos mutantes tanto de Ptc quanto de Smo 
foram encontrados nas celulas basais de carcinomas da pele, e alelos mutantes de Ptc foram encon- 
trados em diversos medulobalastomas; retornaremos a essa classe de tumores no Capi'tulo 16. 

Os fatores Wnt representam, ainda, outro sistema independente de sinalizaqao. Conforme 
descrito anteriormente, sua descoberta deve-se a uma Drosophila mutante, chamada Wz«- 
gless, e a um gene relacionado, chamado int-1 de camundongos; este ultimo foi descoberto 
gragas a mutagenese insercional de um virus de tumor mamario de camundongo (veja a 
Barra lateral 3.8). Essas proteinas Wnt estao ligadas fortemente a matriz extracelular (ECM) 
e, por meio de uma cauda lipidica, a membranas celulares, nao parecendo ser livremente 
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Figura 5.24 Sinalizagao pelos receptores 
Frizzled Receptores das proteinas Wnt sao 
membros da familia Frizzled (Frz) de 
proteinas transmembrana. Na ausencia de 
ligagao de ligante {esquerda), um complexo 
de Axina [marrom) e Ape (verde-daro) 
permite que a glicogenio sintase cinase 3p 
(GSK-3p, rasa) fosforile a p-catenina (azul). 
Isso marca a p-catenina para uma rapida 
destruigao por proteolise. No entanto, 
quando um ligante Wnt liga-se ao receptor 
Frizzled idireita), o receptor Frizzled ativado 
resultante, agindo via protelna Dishevelled 
(verde-daro), inibe a GSK-3p. Com isso a 
p-catenina e poupada, podendo acumular- 
se e promover a proliferagao celular. 
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Figura 5.25 Sinalizagao pelos receptores 
serpentina (A) Os receptores que 
trespassam a membrana sete vezes 
(serpentina) {esquerda) sao associados a 
proteinas G heterotrimericas, que sao 
compostas por subunidades a, p e y 
(direita). (B) Lima vez que urn receptor 
tenha ligado o seu ligante cognato 
{vermelho), eie estimuia a subunidade a da 
proteina G a iiberar seu GDP (difosfato de 
guanosina) e ligar, em vez deste, urn GTP 
(trifosfato de guanosina) {azul-claro). (C) 
Como parte dessa resposta, a subunidade 
a se dissocia do par p+y. Agora, a 
subunidade a (marrom) e, 
independentemente, o compiexo p+y (azu/, 
verde-claro) podem prosseguir para reguiar 
enzimas que evoquem uma serie de 
respostas downstream. A sinalizagao e 
interrompida quando a subunidade a 
hidroliza seu GTP ligado, fazendo com que 
ela se reassocie ao compiexo p+y (nao- 
mostrado). 






ativagao de varies efetores 


difundi'veis como outros fatores de crescimento discutidos anteriormente (veja a Barra lateral 
5.9). Fatores de crescimento da classe Wnt ativam receptores da famflia Frizzled (Frz), que, 
da mesma forma que Patched, sao receptores complexes que se movimentam para frente e 
para tras mtiltiplas vezes na membrana plasmatica (Figura 5.24). Sem a sinalizagao por Wnt, 
a enzima citoplasmatica glicogenio sintase cinase 3P (GSK-3P) fosforila diversas proteinas- 
chave para a promogao de proliferagao celular, incluindo P-catenina, marcando-as para a 
destruigao. No entanto, a ligagao de Wnts a receptores Frizzled ativa uma cascata de 
passes que interrompem a ativagao de GSK-3P, permitindo que essas proteinas escapem 
da degradagao e promovam proliferagao celular. Essa via tambem possui um papel criti- 
co na patogenese do cancer, o qual discutiremos em grande detalhe em diversos dos 
capitulos que seguem. 

Uma busca recente no genoma humane indica que ele codifica, juntamente com os re¬ 
ceptores de tirosina cinase, 11 receptores similares a TGF-P, quatro receptores Notch, 
um ou dois receptores Patched e dez receptores Frizzled. Em um mimero muito maior 
do que esses, esta uma classe de receptores que, como as proteinas Patched e Frizzled, 
trespassam de um lado a outro a membrana plasmatica. Como as proteinas Frizzled, essa 
classe de receptores, tambem chamada de receptores “serpentina” devido a sua configu- 
ragao semelhante a uma serpente, atravessam a membrana plasmatica precisamente sete 
vezes (Figura 5.25). Apos a ligagao de um ligante, elas sinalizam por meio de sua capaci- 
dade de ativar proteinas G (abreviagao para proteinas ligadoras de guanina) no citoplas- 
ma, sendo freqiientemente chamadas de receptores acoplados a proteina G (GPGRs). 
Existem mais de mil tipos distintos de GPCRs codificados pelo genoma de mamiferos. 
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Esses receptores versateis estao envolvidos em fun^oes tao diversas quanto o olfato no 
nariz, o gosto na boca, a detec^ao de fotons na retina e a detec^ao de neurotransmissores 
no cerebro. Juntos, os genes que codificam esses receptores representam quase 5% do 
valor total de genes presentes no genoma humano. 

As protemas G estimuladas por GPCRs agem como tomadas binarias, alternando esta- 
dos de liga^ao a GDP e GTE Essas protemas G sao estruturalmente complexas; elas sao 
beterotn'meros compostos de subunidades a, (3 e y. Gonforme indicado na Figura 5.25, 
uma vez que GPCR liga seu ligante, uma mudan^a de configura^ao pouco entendida do 
receptor faz com que ele permita a libera^ao de GDP pela subunidade a da protema G e 
a posterior liga^ao de um GTP A subunidade a entao se dissocia de seus parceiros (3 + y 
e prossegue para interagir com outras protemas efetoras, que transmitem sinais para o 
interior da celula; o complexo |3 + y tambem pode interagir com seus proprios receptores 
downstream. Finalmente, a subunidade a se “desliga”, hidrolizando o GTP ligado a ela 
(convertendo-o em GDP) e associando-se novamente a seus parceiros (3 + y. Estes com- 
plexos beterotrimericos, entao, retornam a seu estado inativo, que nao esta sinalizando, 
esperando novamente os sinais vindos do GPCR. Ainda que em grande mimero, esses 
receptores foram implicados, ate agora, na patogenese de um pequeno grupo de canceres 
humanos (a ser descrito no Capftulo 6). 


5.8 Receptores de integrina sentem a associa^ao entre a celula e 
sua matriz extracelular 

A biologia de celulas normais e transformadas nos fornece pistas de ainda outro tipo de 
receptor de superfi'cie celular, um receptor dedicado a sentir uma classe diferente de 
moleculas no espa^o extracelular. Lembremo-nos que um atributo importante de celulas 
transformadas e a sua capacidade de crescer de modo independente de ancoragem, isto e, 
proliferar sem aderir a um substrato solido, como a superffcie de uma placa de Petri (veja 
a Se 9 ao 3.5). Esse comportamento contrasta com o de celulas normais, que necessitam 
aderir a uma superfi'cie para proliferar. De fato, na ausencia de tal aderencia, muitos 
tipos celulares normais irao ativar uma versao de seu programa de morte celular (apop- 
tose), freqiientemente chamado de anoikis. Esses processes de morte celular serao ex- 
plorados no Capi'tulo 9. 

Analises bioqui'micas do substrato solido ao qual as celulas aderem em uma placa de Petri 
revelaram que, na maior parte das vezes, as celulas nao estao diretamente ancoradas a super- 
ficie de vidro ou plastico dessas placas. Em vez disso, elas estao ligadas a uma rede complexa 
de moleculas que se assemelha a matriz extracelular (ECM) normalmente encontrada nos 
espa^os entre celulas na maioria dos tecidos. A ECM e composta por uma serie de glicopro- 
teinas, incluindo colagenos, lamininas, proteoglicanas e fibronectinas (Figura 5.26). Apos 
serem introduzidas na placa de Petri, as celulas secretam componentes de ECM, que 
aderem ao vidro ou plastico; uma vez que a ECM foi construida dessa maneira, as celulas 
aderem a essa matriz. Conseqtientemente, a dependencia de ancoragem reflete a neces- 
sidade que celulas normais possuem de estarem conectadas a componentes da ECM para 
sobreviver e proliferar. 

A caracten'stica da dependencia de ancoragem obviamente demonstra que as celulas sao ca- 
pazes de sentir se estao ou nao corretamente aderidas a ECM. Gonforme descoberto por 
volta de 1980, tal sensibilidade depende de receptores especializados, que informam as celu¬ 
las acerca da extensao da fixaq;ao da celula a ECM e sobre a identidade de componentes 
moleculares especi'ficos da ECM (como colagenos, lamininas, e fibronectinas) aos quais essa 
fixa^ao ocorreu. A maior parte, senao toda, dessa sinaliza^ao e realizada por uma classe de 
receptores de superfi'cie celular denominada integrinas. De fato, os componentes mole¬ 
culares da ECM servem como ligantes de receptores de integrina. Ao mesmo tempo, as 
integrinas conferem estabilidade mecanica aos tecidos, fixando celulas ao ancoradouro 
formado pela ECM. 



Figura 5.26 Matriz extraoeiular Esta 
micrografia eletronica iiustra fibroblastos 
embebidos na matriz extracelular especifica 
(ECM) presente na cornea (de rato). Muitos 
dos componentes dessa ECM, incluindo 
glicoproteinas, acido hialuronico e 
proteoglicanas, foram removidos para 
destacar o seu componente principal - as 
fibras de colageno. (De T. Nishida et al.. 
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 29:1887- 
1890, 1988.) 
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Figura 5.27 Estrutura das integrinas Moleculas de integrina funcionam como receptores 
heterodimericos de superficie celular, cada urn composto de uma subunidade a e uma subunidade 
p {verde, azul). 0 ectodominio desses receptores liga-se a componentes especificos da matriz 
extracelular (ECM). Ao mesmo tempo, o dominio citoplasmatico (principalmente o da subunidade p) 
esta ligado, via proteinas intermediarias, ao citoesqueleto (principalmente as fibras de actina); alem 
disso, os dominios citoplasmaticos podem atrair diversas proteinas transdutoras que se tornam 
ativas quando o ectodominio liga-se a urn ligante da ECM. 


As integrinas sao uma grande famflia de receptores transmembrana de superficie celular compos- 
tos por subunidades a e [3. No mmimo dezoito subunidades a e oito subunidades (3 foram 
identificadas; juntas, 24 heterodi'meros distintos sao conhecidos. Os ectodommios desses recepto¬ 
res ligam-se a componentes especificos da ECM (Figura 5.27). A Tabela 5.4 indica que cada 
heterodi'mero de integrina possui especificidade para a ligagao de uma molecula especifica da 
ECM ou de um pequeno grupo de componentes da ECM. A integrina bastante estudada a5/|3l, 
por exemplo, e o principal receptor de fibronectina, uma importante glicoprotema que compoe a 
ECM, encontrada em tecidos de vertebrados. As lamininas, que sao moleculas maiores, multido- 
mmios de ECM, tern sido descritas como ligadas a ate 12 heterodi'meros de integrinas. 

Tendo ligado sens ligantes de ECM por meio de sens ectodommios, as integrinas agrupam-se 
para formar adesdes focais (Figura 5.28A). Esse agrupamento afeta a organizagao do citoes¬ 
queleto que sustenta a membrana plasmatica, ja que algumas integrinas estao direta ou indi- 
retamente ligadas, via seus dominios citoplasmaticos, a importantes componentes do citoes¬ 
queleto, como actina, vinculina, talina e paxilina (Figura 5.28B). A formagao de adesoes 
focais pode tambem fazer com que os dominios citoplasmaticos de integrinas ativem vias de 
sinalizagao que evocam diversas respostas celulares, incluindo migragao celular, proliferagao e 
sobrevivencia. Por exemplo, desencadeando a liberagao de sinais antiapoptoticos, as integri¬ 
nas reduzem sua probabilidade de anoikis. Essas fungoes de integrinas sao criticas durante o 
desenvolvimento de tumores (Barra lateral 5.10). 


As integrinas sao ainda pouco usuais em outro aspecto. Normalmente, pensamos em receptores 
como transmitindo informagao de fora da celtila para o citoplasma. Com certeza as integrinas 
fazem isso. Porem, alem disso, esta claro que sinais originados no citoplasma sao utilizados para 
controlar as afinidades de ligagao de integrinas pelos seus ligantes da ECM. Tal sinalizagao “de 
dentro para fora” permite que a celula module sua associagao com varios tipos de ECM ou com 
varies pontos de contato com uma ECM, rompendo contatos existentes e forjando novos. A 
modulagao rapida dos contatos extracelulares permite que as celulas se liberem do microambiente 
de um tecido e movam-se para outro, alem de atravessar uma camada de ECM in vitro. Fibroblas- 
tos em cultura que nao possuem a cinase de adesao focal (FAK), uma das moleculas sinalizadoras 
que se associam aos dominios citoplasmaticos de integrinas, sao incapazes de remodelar seus 
contatos focais e nao possuem mobilidade, indicando que os sinais transduzidos pela FAK cito- 
plasmatica sao importantes na reconfiguragao do citoesqueleto — a estrutura que permite a celula 
mudar sua forma e se mover. Mais tarde, no Capi'tulo 14, veremos como a mobilidade celular e 
cn'tica para que celulas cancen'genas invadam e sofram metastase. 


Tabela 5.4 Exemplos de integrinas e seus ligantes na matriz extracelular 


Integrina 

Ligante da ECM 

al pi 

Colageno, laminina 

al pi 

Vitronectina, fibronectina 

avp3 

Vitronectina, fibrinogenio, trombospondina 

a5p1 

Fibronectina 

a6p1 

Laminina 

a7p1 

Laminina 

a2p3 

Fibrinogenio 

a6p4 

Laminina epitelial de hemidesmossomos 


Adaptada, em parte, de B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002; e 
de H. Lodlsh et al., Molecular Cell Biology. New York: W.H. Freeman, 1995*. 


* Publicado, em portugues, pela Artmed Editora, com o titulo Biologia Celular e Molecular, em 2005. 
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Figura 5.28 Aprisionamento da integrina ao 
citoesqueleto e a ECM (A) Esta micrografia 
de fluorescencia ilustra discretos focos 
{amarelo/laranja) na superficie celular, 
chamados adesoes focais, nos quais as 
celulas utilizam integrinas para manterem- 
se restritas a matriz extracelular (ECM). 

Esse agrupamento tambem afeta a 
organizagao das fibras de actina iyerde) 
que formam o citoesqueleto. (B) Esta figura 
esquematica da organizagao das integrinas 
(verde, azul) indica a associagao destas 
com a ECM (fibras verdes, acima) por meio 
de seus ectodominios, bem como sua 
associagao com o citoesqueleto de actina 
(cadeias rasa) por meio de seus dominios 
citopiasmaticos via subunidade p de cada 
heterodimero. Lima serie de proteinas 
intermediaries, como actinina, vincuiina e 
talina, permits que essas ligagoes sejam 
formadas. (A, cortesia de Keith Burridge; B, 
adaptada de C. Miranti e J. Brugge, Nat. 
Cell. Biol. 4:E83-E90, 2002.) 


Essas descrigoes de receptores de tirosina cinase e integrinas revelam que celulas de mami'feros 
utilizam receptores especializados de superficie celular para sentir dois tipos distintos de moleculas 
extracelulares. Alguns receptores, como EGF e EDGE, sentem fatores de crescimento soluveis (ou 
solubilizados), enquanto outros, notavelmente as integrinas, sentem a fixagao ao arcabougo essen- 
cialmente insoliivel da ECM. Juntos, esses receptores permitem que celulas normals determinem 
se duas condigoes preexistentes foram satisfeitas antes que esta celula cresga ou prolifere: a celula 
deve sentir a presenga de nlveis adequados de fatores de crescimento mitogenicos em suas redon- 
dezas e a existencia de um ancoramento adequado a ECM. 

Ambos os requerimentos para a proliferagao celular podem ser abolidos se a celula carrega 
um oncogene ms ativado. Entao, celulas transformadas por ms podem crescer na presenga de 
concentragoes relativamente baixas de fatores de crescimento mitogenicos associados, ou nao, 
ao soro; alem disso, diversos tipos de celulas transformadas por ras podem proliferar de forma 
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Barra lateral 5-10 Algumas integrinas sao es- 
senciais para a tumorogenese A capacidade 
de inativar seletivamente (“nocaute”) genes de 
tecidos-alvo tornou possivel avaliar a contri- 
bui^ao de diversas protemas sinalizadoras para 
a tumorogenese. For exemplo, a inativa^ao de 
um gene codificando a integrina (3l da linha- 
gem germinativa de camundongo leva a leta- 
lidade embrionaria; no entanto, a introdu^ao 
de um alelo “condicional” na linhagem ger¬ 
minativa de camundongo permitiu a inativa- 



(A) 

Integrina pi -i- 



9 ao desse gene especificamente nas celulas epi- 
teliais da glandula mamaria de camundongo 
(Figura 5.29A, B). Tal inativa 9 ao de ambas as 
copias do gene da integrina (3l possui um efeito 
mmimo no desenvolvimento da glandula ma¬ 
maria. Porem, se um transgene especificando o 
oncogene “middle T” do poliomavi'rus e expres- 
so em tecido de mama desses camundongos, os 
nodulos pre-malignos hiperplasicos normalmen- 
te observados sao reduzidos em mais de 75%, e 
as celulas negativas para integrina (3l sao total- 



(B) 

Integrina pi - 



mente incapazes de desenvolver-se para for¬ 
mat carcinomas mamarios (Figura 5.29C). 
Analises detalhadas indicaram que essa perda 
da expressao da integrina pi permite que as 
celulas epiteliais que expressam o oncogene 
sobrevivam, bloqueando, porem, a sua proli- 
fera^ao ativa. Isso sugere, de forma bastante 
especulativa, que interferir na expressao ou 
fun^ao da integrina Pl pode ser litil no blo- 
queio do desenvolvimento de alguns tipos de 
tumores humanos. 


Figura 5.29 Integrina pi e tumorogenese 
mamaria A inativagao seletiva do gene que 
codifica a integrina pi da glandula mamaria 
permite um teste da sua importancia na 
tumorogenese. (A) A imunocoloragao da 
integrina pi {vermelho) por entre as celulas 
que formam o ducto mamario de 
camundongo (azul). (B) Na ausencia de 
integrina pi, a morfogenese dos ductos 
ainda prossegue normalmente. Alem disso, 
0 desenvolvimento geral da glandula 
mamaria e normal inao-mostrado). (C) Em 
um camundongo transgenico suscetivel a 
tumorogenese mamaria {esquerda), 
nodulos pre-malignos hiperplasicos, 
mostrados mediante um exame por 
microscopia de toda a glandula mamaria, 
estao presentes em abundancia {quadrados 
pretos). No entanto, a grande maioria 
desses nodulos falha ao formar glandulas 
mamarias nas quais as celulas epiteliais 
foram privadas da expressao de integrina 
pi [direita). (De D.E. White et al.. Cancer 
Cell 6:159-170, 2004.) 


independente de adesao. Esses comportamentos sugerem que, de alguma forma, a oncopro- 
tema Ras e capaz de mimetizar os sinais introduzidos em uma celula por receptores de fatores 
de crescimento ativados por ligante e por integrinas que possuem componentes da ECM. O 
entendimento das bases bioqufmicas desses varios sinais necessita de algum conhecimento da 
estrutura e da fungao da protema Ras, tanto a normal quanto a oncogenica. Assim, retornaremos 
a bistoria de meados dos anos 1980 para ver como o enigma da fungao da Ras foi solucionado. 


5.9 A protema Ras, um componente aparente da cascata de 
sinaliza^ao downstream, atua como proteina G 

A descoberta de que dois oncogenes - erbB e sis — codificam componentes da maquinaria de 
sinalizagao de fatores de crescimento mitogenicos (Segoes 5.4 e 5.5) iniciou um esforgo intense 
para relatar outras oncoprotemas relacionadas, notavelmente a oncoprotema Ras, a essa maquina¬ 
ria de sinalizagao. O oncogene ras claramente desencadeia muitas das mesmas mudangas nas 
celulas que haviam sido verificadas quando as celulas eram transformadas tanto com sre quanto 
com erbB ou sis. Havia algum tipo de cascata de sinalizagao - uma brigada molecular - operando 
na celula, na qual a protema A transferiria um sinal para a protema B, que, por sua vez, sinalizaria 
para uma protema C? E se tal cascata existisse, a oncoprotema Ras poderia ser encontrada em 
algum lugar downstream de erbB e Os sinais emitidos por essas diversas protemas convergiriam, 
todos, para algum alvo em comum ao final dessa cascata de sinalizagao hipotetica? 
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Em mVel bioquimico, estava claro que ligantes de fatores de crescimento ativavam receptores 
de tirosina cinase, e que esses receptores respondiam ativando seus dommios de tirosina 
cinase citoplasmaticos. Porem, quais protemas eram afetadas a partir de entao pelos eventos 
de fosforila^ao do receptor resultantes? E como essa fcsforila^ao levaria a uma resposta mito- 
genica da celula - a entrada desta em uma fase ativa de crescimento e divisao? Em meados dos 
anos 1980, o progresso nessas questoes-chave permaneceu praticamente estanque, ja que os 
experimentos bioquimicos nao ofereciam nenhuma forma obvia de se mover dos receptores 
de tirosina cinase para as cascatas de sinaliza^ao downstream. 

Enquanto isso, progresso substancial estava sendo feito no entendimento da bioqui'mica da 
protema Ras. De fato, os tres genes distintos de ras em celulas de mamfferos (Tabela 4.2) 
codificam quatro protei'nas Ras distintas (ja que K-wr especifica uma segunda protei'na por 
meio de alternativo de um precursor de mRNA). Ja que praticamente todas as protei- 

nas Ras possuem estruturas praticamente identicas e funcionam de maneira similar, nos refe- 
riremos a elas simplesmente como “Ras” na discussao que se segue. Em sua por^ao C-terminal, 
todas elas carregam caudas lipi'dicas covalentemente ligadas, compostas de grupos farnesil, palmi- 
toil ou geranilgeranil (ou combinafoes de diversos desses grupos). Essas por^oes lipi'dicas permi- 
tem que as protemas Ras, todas com cerca de 21 kDa de massa, tornem-se ancoradas a membra- 
nas citoplasmaticas, em grande parte a face citoplasmatica da membrana plasmatica. 

(Durante muitos anos, pareceu que esse ancoramento na membrana era atingido por meio da 
inser^ao de varias caudas lipldicas diretamente ao ambiente bidrofobico de diversas bicama- 
das lipi'dicas. No entanto, estudos mais recentes indicaram uma complexidade muito maior. 
No caso de H-Ras, por exemplo, a por^ao palmitato esta de fato inserida diretamente na membra¬ 
na citoplasmatica, ao passo que seu grupo farnesil esta inserido em um bolso bidrofobico de uma 
protema especializada de liga^ao a farnesil; este ultimo, por sua vez, facilita as intera^oes de H-Ras 
com outras protemas e fortalece a liga^ao de H-Ras a diversas membranas.) 

Como as protemas G heterotrimericas (Se^ao 5.7), Ras era conhecida por se ligar e hidrolisar 
(i.e., clivar) nucleoti'deos de guanosina. Essa a^ao como GTPase indicava um modelo de a^ao 
um tanto quanto diferente do das tirosina cinases Src e erbB, e, de forma intrigante, todas 
essas tres oncoprotei'nas possui'am efeitos similares no comportamento celular. 


Em outra analogia as protemas G, descobriu-se que Ras e capaz de (1) ligar-se a molecula de 
GDP em seu estado quiescente, inativo; (2) descartar seu GDP ligado apos receber algum 
sinal estimulatorio upstream na cascata sinalizadora; (3) adquirir uma molecula de GTP no 
lugar da molecula de GDP recentemente adquirida; (4) modificar-se para uma configura^ao 
ativa, emissora de sinal, enquanto ligada a seu GTP; e (5) clivar este GTP apos um curto 
pen'odo utilizando sua propria fun 9 ao intn'nseca de GTPase, colocando-se, assim, novamen- 
te em sua configura^ao que nao emite sinal (Figura 5.30). De fato, a molecula de Ras parece 


INATIVA 


sinalizagao estimulatoria 
upstream e 



Figura 5.30 0 oicio de sinalizagao de Ras 
Estudos detalhados da bioquimica das 
proteinas Ras revelaram que elas, como as 
proteinas G heterotrimericas (veja a Figura 
5.25), operam como tomadas binarias, 
ligando GDP em seu estado inativo (acima) 
e GTP em seu estado ativo, capaz de emitir 
sinal (abaixo). Assim, uma proteina Ras 
inativa, ligada a GDR e estimulada por um 
GEF (fator trocador de nucleotideos de 
guanina, laranja) a liberar seu GDP e 
adquirir um GTP em seu lugar, colocando a 
Ras em seu estado ativo, em uma 
configuragao sinalizadora. Este momenta 
da sinalizagao e interrompido apos um 
curto periodo pela agao de GTPase 
intrinseca da ras, que hidrolisa GTP a GDP 
{esquerda). Esta atividade de GTPase e 
fortemente estimulada pelas GAPs 
(proteinas ativadoras de GTPase) que a 
Ras pode encontrar enquanto esta em seu 
estado ativado. Substituigoes de 
aminoacidos causadas por mutagoes 
pontuais em proteinas oncogenicas 
bloqueiam esse cicio, inativando a 
atividade de GTPase intrinseca de Ras; 
assim, Ras fica aprisionada em sua forma 
ativada, emissora de sinal. 
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Barra lateral 5.11 Protemas ativadoras 
de GTPase e cancer Quando proteinas 
Ras purificadas sao examinadas de for¬ 
ma isolada, elas demonstram uma ativi- 
dade de GTPase bastante baixa. No en- 
tanto, em celulas vivas, esta claro que a 
forma que liga GTP de Ras pode intera- 
gir com uma segunda classe de protei¬ 
nas, chamadas GAPs (protemas ativado¬ 
ras de GTPase). Essa intera^ao causa um 
aumento de ate mil vezes na atividade 
de GTPase da proteina Ras, resultando 
em uma conversao rapida da forma ati- 
va, ligada a GTP, de Ras em sua forma 
inativa, ligada a GDP. (A proteina Ras- 
GAP, uma das duas GAPs conhecidas 
que sao capazes de atuar na Ras, foi iden- 
tificada como capaz de inserir um “dedo” 
de arginina na fenda de GTPase de Ras; 
fazendo isso, ela participa ativamente da 
catalise que convene GTP em GDP.) 

O tempo de vida da forma ativada, 
ligada a GTP, de Ras pode, dessa forma, 
ser governado pelo tempo necessario para 
que ela se encontre com uma molecula 
de GAP. Ja que as GAPs tambem podem 
ser controladas por outros sinais, isso sig- 
nifica que a atividade de GTPase das 
proteinas Ras e modulada indiretamen- 
te por outras vias de sinaliza^ao. Alem 
disso, conforme sera descrito posterior- 
mente (Se 9 ao 7.10), a perda pela cdula 
de uma outra forma de Ras GAP, cha- 
mada NFl, provoca uma diminui^ao 
anormal na atividade GTPase de Ras 
nessa celula, resultando no aciimulo de 
Ras carregada com GTP - causando hi- 
peratividade da sinaliza^ao de Ras - e, 
flnalmente, na forma^ao de um tumor 
neuroectodermal. 


se comportar como um interrupter de luz que foi desligado automaticamente apos um certo 
tempo pre-determinado. 

Em maior detalhe, a cadeia de eventos hipotetica ocorreu dessa forma. Sinais mitogenicos, 
talvez transduzidos de alguma forma pelos receptores de tirosina cinase, ativaram o fator 
trocador de nucleoti'deos de guanina (GEF) para a Ras. Esta proteina Ras inativa induzida 
por GEF pode trocar seu GDP por um GTP. A proteina Ras ativada resultante emitiria sinais 
para um (ainda desconhecido) alvo ou grupo de alvos downstream. Este momento da sinali- 
za 9 ao teria fim, cedo ou tarde, quando a Ras decidisse hidrolisar seu GTP ligado. Fazendo 
isso, a Ras retornaria ao seu estado nao-sinalizador. Gonforme descoberto depois, um grupo 
de outras proteinas chamadas GAPs poderia intervir ativamente e encorajar Ras a realizar a 
hidrolise (Barra lateral 5.11). Esta implicada nesse modelo (veja a Figura 5.30) a no 9 ao de 
que Ras atua como uma proteina transdutora de sinal, recebendo sinais upstream na cascata 
de sinaliza^ao e passando-os, subseqiientemente, para um alvo downstream. 

Uma descoberta surpreendente foi feita durante a analise bioquimica detalhada da oncopro- 
teina Ras realizada com um oncogene de ras mutado de forma pontual, mais especificamen- 
te, a oncoproteina Ras codificada pelo virus de sarcoma de Fdarvey. Gonforme a proteina Ras 
normal, a oncoproteina Ras poderia ligar GTP. No entanto, a oncoproteina havia perdido 
praticamente toda sua atividade de GTPase (veja a Figura 5.30). Em tal condi 9 ao, ela seria 
mantida em seu estado ativado, na conforma^ao emissora de sinal para algum sinal estimula- 
torio anterior e para o GEF. Porem, uma vez nesse estado ativado, a oncoproteina Ras nao 
seria capaz de se desligar! O ciclo de retroalimenta^ao negativa, que e tao essencial para a 
opera^ao normal da proteina Ras, foi sabotado por essa muta^ao pontual e pela resultante 
substitui^ao de aminoacido (Figura 5.31). 

Esses fatos forneceram uma explica^ao clara de como Ras pode operar como uma oncopro¬ 
teina: em vez de enviar sinais curtos, pulsos cuidadosamente racionados de sinais estimulado- 
res de crescimento, a oncoproteina emitiria sinais por um longo tempo, possivelmente por 
um periodo indefmido, inundando a celula com eles, seja qual for a natureza destes. A analise 
subseqiiente da bioquimica da proteina Ras revelou niveis adicionais de controle que pode- 
riam estar corrompidos em celulas cancerigenas (Barra lateral 5.11). 

Tais descobertas forneceram uma solu^ao para um “quebra-cabe^a” criado pelo seqiiencia- 
mento do oncogene ras mutante em muitos tumores humanos. Gonforme aprendemos (Se- 
9 ao 4.4), as muta^oes pontuais que originaram essas oncoproteinas sao invariavelmente mu- 
ta^oes de sentido trocado (que causam uma substitui^ao de aminoacidos) em vez das muta- 
96 es sem sentido (que fazem com que ocorra uma termina^ao prematura da cadeia proteica 
nascente). E, invariavelmente, elas atacam tanto os codons numero 12 e 61 da fase de leitura 
dos oncogenes ras (ou, em alguns casos raros, 0 13^ codon). 

Podemos imaginar que esses nucleotideos em particular representam sitios no DNA genomi- 
co que sao particularmente suscetiveis ao ataque e altera^ao por carcinogenos mutagenicos. 
No entanto, o estudo detalhado da estrutura das proteinas Ras, como dados gerados por 
cristalografia de raios X (veja a Figura 5.31), tern levado a um modelo bastante convincente. 
O exame dos residuos mimeros 12, 13 e 61 dessas proteinas revelou que eles estao localizados 
ao redor da cavidade na proteina Ras na qual a atividade catalitica de GTPase ocorre. Por 
conseqiiencia, praticamente todas as substitui^oes desses tres aminoacidos, como a substitui- 
9 ao de uma glicina por uma valina encontrada anteriormente, sao capazes de comprometer a 
fun^ao de GTPase. (Mais precisamente, elas comprometem a atividade de proteinas ativadoras 
de GTPase [GAPs, veja a Figura 5.30] para desencadear a hidrolise do GTP ligado por Ras.) 

Sabendo disso, podemos imediatamente entender por que muta^oes pontuais afetando ape- 
nas um numero limitado de residuos de aminoacidos sao encontradas nos oncogenes de ras 
carregados nos genomas de celulas de tumor humanas. Altera^oes em grande escala nos pro¬ 
to-oncogenes de ras, como dele^oes, sao claramente improdutivas para o cancer, ja que elas 
resultariam na elimina^ao da fun^ao de Ras, em vez de em um aumento desta. De forma 
similar, a grande maioria das muta^oes pontuais atingindo proto-oncogenes de ras originarao 
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Figura 5.31 A estrutura da proteina Ras 
Este diagrama da estrutura da proteina 
Ras, conforme determinada por 
cristalografia de raios X, demonstra o 
arranjo da cadeia polipeptidica de Ras em 
seus dominios a-helice (vermelho) e fitas p- 
dobradas iyerde). 0 GTP esta indicado 
como uma figura em bastao, e os dois 
residuos de aminoacidos mais 
frequentemente encontrados como 
mutados em oncoproteinas tumorais 
humanas - glicina 12 e glutamina 61 - 
estao mostrados como tolas azuis. E 
possivel verificar que ambos os residuos 
estao fortemente relacionados com a 
porgao y-fosfato do GTP (tola cinza), o que 
pode fornecer uma explicagao de por que 
as substituigoes nesses residuos afetam a 
atividade de GTPase, e, portanto, por que 
codons que especificam esses residuos 
sao preferencialmente mutados no genoma 
de celulas tumorais humanos. (Cortesia de 
A. Wittinghofer.) 


protemas Ras mutantes que perderam, em vez de ganharem, a capacidade de emitir sinais 
estimulatorios de crescimento. Apenas quando a habilidade de emitir sinais de Ras permane- 
ce intacta e seu mecanismo de retroalimentagao negativa de GTPase e inativado seletivamen- 
te (por substituigoes de aminoacidos em um de seus tres si'tios) a proteina Ras adquire um 
poder aumentado de promover a proliferagao celular, transformando a celula. 

Apenas as celulas que, de forma pouco comum, adquirem mutagoes afetando um dos tres 
residuos de aminoacidos de Ras (residuos 12, 61 ou, raramente, 13) possuem vantagem 
proliferativa em relagao a suas semelhantes do tipo selvagem, possuindo a chance de se torna- 
rem as ancestrais das celulas de uma massa tumoral. Assim, ainda que mutagoes pontuais que 
afetem todos os residuos de aminoacidos da proteina Ras possam ocorrer em freqiiendas 
comparaveis, apenas aquelas poucas capazes de conferir vantagem proliferativa substancial 
irao realmente ser encontradas em celulas de tumor. Outras celulas que adquirem mutagoes 
pontuais afetando outros residuos da proteina Ras irao reter o fenotipo normal ou mesmo 
perder sua capacidade proliferativa. 


5.10 Sinopse e perspectivas 

Em meados dos anos 1980, a descoberta de oncogenes como erbB e sis revelou as conexoes 
Intimas existences entre a sinalizagao de fatores de crescimento e os mecanismos de transfor- 
magao celular. Mais especificamente, essas conexoes sugeriram que a transformagao celular 
resulta da hiperativagao de vias de sinalizagao mitogenicas. Tal nogao concentrou o interesse 
dos pesquisadores nos mecanismos bioqulmicos da carcinogenese. Muitos deles comegaram 
a estudar os receptores de fatores de crescimento e seus mecanismos bioqulmicos de agio. 

Um grande problema acerca dos receptores de fatores de crescimento e o mecanismo utiliza- 
do por eles para transferir sinais de fora da celula para o seu interior. Um modelo simples foi 
logo desenvolvido para explicar como isso ocorre: os ligantes de receptores de fatores de 
crescimento ligam-se aos ectodomlnios dos primeiros. Fazendo isso, eles encorajam molecu- 
las de receptor a se aproximar e formar dlmeros. A dimerizagao dos ectodomlnios de recep¬ 
tor, inicialmente alcangada pelos fatores de crescimento, por sua vez, estimula a dimerizagao 
dos dominios citoplasmaticos dos receptores. De alguma forma, isso faz com que os domi¬ 
nios citoplasmaticos possam emitir sinais. 
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No entanto, esse modelo nao foi capaz de explicar, em mVel bioqufmico, como os receptores 
emitem sinais. Para isso, pesquisas na bioqui'mica da protema Src foram de grande valia. Foi 
descoberto que uma tirosina cinase (TK), uma enzima que transfere grupos fosfato para as 
cadeias laterals de residues de tirosina de diversas proteinas-substrato, desempenhava este 
papel. Uma vez que as seqiiencias de aminoacidos de diversos receptores de fatores de crescimento 
foram analisadas, os dominios citoplasmaticos desses receptores foram descobertos como estrutu- 
ralmente (e tambem funcionalmente) relacionados a Src. Assim, as tirosina cinases sao a forma 
pela qual os receptores de fatores de crescimento emitem sinais bioquimicos. 

Essa informa 9 ao foi entao integrada no modelo de dimeriza 9 ao do receptor: quando os re¬ 
ceptores de fatores de crescimento sao induzidos pela liga 9 ao do ligante a dimerizar, a tirosina 
cinase de cada monomero de receptor transfosforila o dominio citoplasmatico do outro mo- 
nomero. Isso resulta em caudas citoplasmaticas fosforiladas de moleculas de receptor que, de 
alguma forma desconhecida, permitem que a sinaliza 9 ao prossiga. Grande parte do proximo 
capitulo esta focada nesses mecanismos de sinaliza 9 ao downstream. 

A sinaliza 9 ao hiperativa por esses receptores esta presente em muitos tipos de celulas canceri- 
genas humanas. Freqiientemente, os receptores sao superexpressos, resultando em ativa 9 ao 
independente de ligante. Uma ativa 9 ao independente de ligante ainda mais potente e alcan- 
9 ada por muitos tipos de altera 96 es no receptor. Muitas dessas ocorrem como conseqiiencias 
de muta 96 es somaticas, mas um mimero de alelos mutantes dos genes do receptor foi encon- 
trado no pool genetico humano; eles estao associados a uma variedade de sindromes inatas de 
suscetibilidade a cancer. 

Os receptores de fatores de crescimento tirosina cinase (RTKs) sao apenas uma dentre muitas 
outras formas pelas quais as celulas sentem seus arredores. Os receptores TGF-P, por exemplo, 
sao superficialmente similares aos RTKs, ja que ambos possuem um ectodominio ao qual o 
ligante se liga e um dominio cinase emissor de sinal na sua por 9 ao citoplasmatica. No entanto, 
as cinases dos receptores TGF-P sao serina/treonina cinases e, conforme aprenderemos de- 
pois, sinalizam por meio de mecanismos muito diferentes. 

Uma vasta gama de outros receptores transdutores de sinal foi descoberta, incluindo os das 
classes Notch, Patch-Smoothened e Frizzled. Esses receptores utilizam mecanismos de trans- 
du 9 ao de sinal diversos para liberar sinais para o citoplasma. Gonforme veremos ao longo 
deste livro, a sinaliza 9 ao aberrante por esses receptores possui um papel importante na pato- 
genese de muitos canceres humanos. 

As celulas tambem devem sentir seu contato com a matriz extracelular (EGM) - a gaiola de 
glicoproteinas e proteoglicanas secretadas que circunda cada celula de um tecido. Aqui, uma 
outra classe de receptores, as integrinas, possui um papel central. Tendo ligado compo- 
nentes da matriz extracelular, os receptores heterotrimericos de integrina transduzem 
sinais para dentro da celula que estimulam a prolifera 9 ao e suprimem o programa apop- 
totico de suicidio celular. 

Uma linha distinta de pesquisa, realizada em paralelo, elucidou a bioquimica da protema 
Ras, outro componente-chave na patogenese do cancer. Ras opera como um interruptor 
binario, continuamente passando de um estado ativo, emissor de sinal, para um estado 
quiescente. Os alelos mutados encontrados em celulas de cancer provocam substitui 96 es de 
aminoacidos nas por 96 es GTPase da proteina Ras, desarmando, dessa forma, o mecanismo 
que estas proteinas utilizam para se desligarem. Isso aprisiona a protema Ras em sua configu- 
ra 9 ao ativa, emissora de sinal, por longos periodos, fazendo com que as celulas sejam inunda- 
das por sinais mitogenicos de forma contmua. 

Porem, essas investiga 96 es revelaram como componentes isolados da maquinaria de sinaliza- 
9 ao celular (como RTKs, Ras) funcionam, sem providenciar um esclarecimento da forma 
como elas se comunicam umas com as outras. Isto e, a organizagao do circuito de sinaliza 9 ao 
permaneceu um misterio. A fisiologia celular apontava fortemente para que ErbB (o receptor 
de EGF) e outros receptores de tirosina cinase operassem em uma via comum de sinaliza 9 ao 
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com a oncoprotefna Ras. Src tambem se encaixaria nesse contexto. Essas varias oncoprotemas, 
possuidoras de fun^oes bioquimicas diversas, foram identificadas como exercendo efeitos bastante 
similares nas celulas. Todas elas causaram o agrupamento de celulas em uma cultura em monoca- 
mada, a perda de inibi^ao pelo contato, a aquisi^ao de independencia de ancoragem e a redu^ao 
do requerimento celular de fatores de crescimento mitogenicos em seu meio de cultura. Essa 
fun^ao em comum sugeriu a participa^ao em uma cascata comum de sinaliza^ao. 

Uma conexao possiVel entre Ras e os receptores de tirosina cinase veio da descoberta de que 
um oncogene ras ativado fazia com que muitos tipos celulares produzissem e liberassem fato¬ 
res de crescimento. Mais proeminente entre estes estava o fator de crescimento transformante 
a (TGF-a), um fator de crescimento similar a EGF que foi identificado como sendo libera- 
do por varias celulas transformadas por oncogenes. Como EGF, TGF-a se liga e ativa o 
receptor EGF (veja a Figura 5.16C). Isso sugeriu o seguinte cenario: uma vez liberado por 
uma celula transformada por ras, TGF-a poderia atuar de maneira autocrina (veja a Figura 
5.12B) para ativar receptores EGF presentes na superffcie da celula. Isso, por sua vez, desen- 
cadearia uma serie de respostas bastante similares as criadas por um mutante, constitutiva- 
mente ativado, receptor de EGF. Quando vista por essa perspectiva, Ras parece operar upstre¬ 
am de um receptor de fator de crescimento em vez de set um componente importante da 
cascata celular downstream do receptor (Figura 5.32A). 

No final, esse esquema autocrino foi capaz de explicar apenas uma pequena parte da fun 9 ao 
de ras, ja que ras tambem foi descoberta como capaz de transformar cdulas que nao possuem 
receptores para os fatores de crescimento que ela induziria. Alem disso, muitas evidencias 
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Figura 5.32 Mecanismos alternatives de 
transformagao por Ras (A) Uma ilustragao 
[esquerda] de como Ras {verde) 
normalmente opera para promover a 
proliferagao celular foi inspirada pela 
observagao de que celulas transformadas 
por ras liberam um grande numero de 
fatores de crescimento para seus 
arredores, como o TGF-a, mostrado aqui 
{drculos vermelhos). Uma vez secretados, 
fatores de crescimento como TGF-a podem 
atuar de forma autocrina para ativar um 
receptor, como o receptor EGF mostrado 
aqui, promovendo a proliferagao celular. 
Nesta ilustragao, Ras opera upstream ao 
receptor EGF. Um esquema alternative 
(direita) coloca Ras no meio da cascata de 
sinalizagao que opera downstream aos 
receptores de fatores de transcrigao como 
0 receptor EGF. (B) Diversas evidencias 
favorecendo o segundo esquema foram 
acumuladas. Este exempio grafico, por 
exempio, produzido anos depois, mostra 
que, cinco minutes apos a adigao de EGF as 
celulas, a proteina Ras previamente inativa 
(sombra azut) torna-se ativada proxima a 
superficie celular {sombra vermelha). (Essa 
resposta e tao rapida que indica uma 
comunicagao proxima entre o receptor EGF e 
Ras.) Interessantemente, essa ativagao 
ocorreu apenas nos dois lados da celula 
(sefas brancas) que nao estavam em contato 
com celulas vizinhas. (B, de N. Mochizuki et 
al.. Nature 411:1065-1068, 2001.) 
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bioqui'micas sugeriram que a liga^ao do ligante de receptores de fatores de crescimento leva 
rapidamente a ativa^ao de Ras (Figura 5.32B). Isso deixa dispomVel apenas uma alternativa: 
a sinaliza^ao intracelular direta entre receptores de fatores de crescimento ativados por ligan¬ 
te e a protei'na Ras. Assim, a busca estava em encontrar as conexoes bioqui'micas entre os 
receptores de tirosina cinase e as protelnas como Ras, que parecem formar componentes 
hipoteticos downstream na cascata de sinaliza^ao. 

A utiliza^ao da bioqui'mica para descobrir essas conexoes teve limita^oes serias. Como este 
capi'tulo deixou claro, a bioqui'mica fornece poderosas ferramentas aos pesquisadores para 
que sejam elucidados os funcionamentos de protelnas celulares individuais, isoladas. No en- 
tanto, ela possui utilidade limitada para revelar como protelnas diferentes podem conversar 
umas com as outras. Se realmente existem cascatas de sinaliza^ao na celula na forma de A-^ B—^ 
C, a bioqui'mica pode muito bem revelar como A ou C atuam de forma isolada (i. e., como uma 
cinase ou GTPase), sem esclarecer a organiza^ao da via de sinaliza^ao que existe entre elas. 

A caracteriza^ao detalhada de celulas de tumores humanos que superexpressam certos recep¬ 
tores de fatores de crescimento tambem sugeriu outra dimensao de complexidade. No caso 
de canceres de mama humanos, a superexpressao dos receptores F1ER2/Neu (veja a Se 9 ao 
4.3) foi descoberta como correlacionada com um complexo arranjo de fenotipos apresenta- 
dos pelas celulas canceri'genas associadas. As celulas expressando nlveis elevados dessa protel- 
na mostraram aumento nas taxas de slntese de DNA, crescimento independente de ancora- 
gem melhorado, maior eficiencia na forma^ao de tumores quando implantadas em camun- 
dongos hospedeiros (i. e., tumorogenicidade), maior tendencia a entrar em metastase e me- 
nos dependencia de estrogenio para o crescimento. Assim, essas protelnas receptoras estavam 
agindo pleiotropicamente para conferir um grande niimero de mudan^as distintas nas celulas 
cancerosas. Tal a^ao pareceu incompati'vel com uma cascata de sinaliza^ao linear simples 
operando downstream de receptores ativados. Pelo contrario, parecia mais provavel que um 
niimero distinto de vias de sinaliza^ao downstream era irradiado desses receptores, cada uma delas 
em provocar um fenotipo celular distinto de cancer. Porem, mais uma vez, parecia haver poucas 
perspectivas para o mapeamento dessas vias e de seus componentes sinalizadores. 

Esse impasse poderia ser resolvido apenas pela explora^ao de novas ferramentas experimen- 
tais e de uma nova forma de pensar sobre a organiza^ao de circuitos complexos de sinaliza^ao. 
A ciencia da genetica providenciou o novo conjunto de ferramentas e as novas ideias. No 
entanto, a genetica poderia ser praticada com facilidade apenas em organismos experimental- 
mente simples para os quais poderosas tecnicas de genetica haviam sido desenvolvidas, espe- 
cificamente, aquelas associadas ao estudo de moscas, vermes e leveduras. 

Como foi descoberto, o sucesso na elucidaq:ao dessas cascatas de sinalizaq;ao tambem depen- 
dia de mais um fator. Muito ja havia sido aprendido a partir do estudo detalhado de metazo- 
arios simples e outros eucariotos unicelulares. As li^oes aprendidas sobre os sistemas de sina- 
liza 9 ao desses organismos poderiam ser transferidas para as cascatas de sinaliza 9 ao operando 
nas celulas de mami'feros? Aqui, a sorte favoreceu os biologistas do cancer. Ja que as cascatas 
de sinaliza^ao intracelulares pertenciam a uma linhagem antiga e haviam se modificado mui¬ 
to pouco ao longo de varias centenas de milhares de anos, as descobertas sobre a organiza 9 ao 
e planejamento no verme, mosca e levedura provaram ser diretamente aplicadas as celulas de 
mamlferos. A conseqtiencia foi um enriquecimento da biologia celular do cancer por areas de 
pesquisa que pareciam, ao menos superficialmente, distantes e irrelevantes para o entendi- 
mento do cancer humano. Como freqiientemente ocorre na pesquisa do cancer, os avan^os 
importantes vieram de fontes inesperadas, das bancadas de cientistas que nunca haviam se 
imaginado como soldados na batalha contra o cancer. 


Conceitos-chave 

• Ja que um organismo multicelular pode existir apenas se suas celulas individuais trabalha- 
rem de forma coordenada, o problema da comunica^ao celula-celula deve ter sido resol¬ 
vido quando os metazoarios surgiram. A desregula^ao de tal sinaliza^ao celular e central 
para a forma^ao do cancer. 
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• Src constituiu a primeira descoberta de como as oncoprotei'nas atuam quando foi identi- 
ficada como uma protema cinase — uma enzima que transfere grupamentos fosfato do 
ATP para outras protei'nas da celula. Ja que multiplos substratos proteicos poderiam ser 
fosforilados, e ja que cada uma dessas protei'nas poderia afetar seu proprio grupo de alvos 
downstream, isso explicaria como Src poderia agir pleiotropicamente para ocasionar nu- 
merosas altera^oes fenoti'picas observadas em celulas transformadas por RSV. 

• Src liga grupamentos fosfato em resfduos de tirosina de protei'nas, em vez de residues de 
serina e treonina, tipicamente fosforilados pela maioria das protei'nas cinases. Pesquisas 
subseqiientes mostraram que a fosforila 9 ao da tirosina e utilizada principalmente por vias 
de sinaliza 9 ao mitogenicas. 

• O fator de crescimento epidermal (EGF) foi descoberto como desencadeador de efeitos 
mitogenicos em diversos tipos celulares epiteliais, mas apenas se fosse capaz de se ligar as 
superficies. Isso sugeriu o envolvimento de um receptor de superficie celular, posterior- 
mente isolado de uma linhagem celular tumoral humana. 

• Uma vez que o ectodominio N-terminal do receptor EGF liga-se a EGF, um sinal e 
transmitido atraves da membrana plasmatica que ativa a cinase semelhante a Src presente 
no dominio citoplasmatico C-terminal. A cinase, entao, fosforila residues de tirosina no 
proprio receptor de EGF, o que emite sinais que induzem a prolifera^ao celular. 

• O receptor FGF e a oncoproteina FrbB sao proximamente relacionados. A oncoproteina 
ErbB estimula muito a prolifera^ao celular emitindo sinais estimulatorios de crescimento 
de forma constitutiva. A sinaliza^ao hiperativa dos receptores de fatores de crescimento 
(normalmente devido a superexpressao ou a altera^oes estruturais) pode ser encontrada 
em muitas celulas de canceres humanos. 

• A rela^ao proxima entre a cadeia B de PDGF e a oncoproteina Sis do virus de sarcoma de 
simios sugeriu um mecanismo adicional para a transforma^ao celular. O oncogene sis do 
virus faz com que uma celula infectada pelo virus libere diversas copias de oncoprotei'nas 
similares a PDGF, que se ligam aos receptores de PDGF da mesma celula. Isso cria um 
circulo de sinaliza 9 ao autocrina, no qual a celula produz seu proprio mitogeno. 

• A liga 9 ao do ligante a um receptor tirosina cinase induz a sua dimeriza^ao. Isso resulta na 
transfosforilafao de residuos de tirosina localizados no dominio citoplasmatico de um 
receptor fora do dominio cinase imediato. Essa transfosforila^ao causa a ativa^ao de vias 
de sinaliza^ao downstream. 

• O modelo da dimeriza^ao explica como a superexpressao de receptores de fatores de 
crescimento favorece a forma^ao de cancer: devido a seu niimero elevado, as moleculas de 
receptor colidem freqiientemente quando se movimentam na membrana plasmatica, re- 
sultando em dimeriza^ao, transfosforila^ao, ativa^ao do receptor e na emissao de sinais 
mitogenicos. 

• Uma variedade de muta 96 es afetando algum dos tres dominios de RTK pode desencadear 
a ativa^ao independente de ligante desses receptores. Eventos de fusao genica que geram 
ectodominios truncados e fusionam as por^oes restantes desses receptores com proteinas 
que tendem a se dimerizar ou oligomerizar geram potentes oncoprotei'nas. Substitui^oes 
de aminoacidos ou dele^oes no dominio citoplasmatico tambem podem ser encontradas 
em alguns canceres. 

• Existem outras classes de receptores que nao RTKs que sao importantes na patogenese do 
cancer. Os receptores envolvidos no controle do desenvolvimento de celulas hematopoi- 
eticas necessitam de tirosina cinases separadas chamadas Jaks, que sao associadas nao- 
covalentemente aos seus dominios citoplasmaticos. Receptores de TGF-P sao dominios 
citoplasmaticos de cinase que fosforilam residuos de serina e treonina, em vez de tirosina. 
Quando Notch liga um de seus ligantes, esse receptor e clivado duas vezes, liberando um 
fragmento do dominio citoplasmatico que pode entao se unit a um complexo nuclear 
que ativa a expressao genica. O receptor Patch ligado ao ligante move-se para uma segun- 
da proteina de membrana chamada Smoothened; esta ultima entao induz um complexo 
citoplasmatico a liberar um fator de transcriQo que ativa genes-alvo. A liga 9 ao de fatores 
Wnt a um receptor Frizzled desencadeia uma cascata de passos que previne uma cinase 
citoplasmatica de marcar diversas proteinas que promovem o crescimento para a destrui- 
9 ao. Receptores acoplados a proteina G (GGPRs) podem ativar proteinas G que se modi- 
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fleam de um estado ligado a GDP (inativo) para um estado sinalizador ativo ligado a 
GTP quando advadas por GCPRs, retornando a forma inativa ao hidrolisar GTP. 

• As integrinas sao uma grande fami'lia de receptores heterotrimericos transmembrana que 
possuem componentes da EGM como ligantes. As integrinas passam informa^oes para 
dentro e para fora da celula. Gom a liga^ao do ligante, as integrinas formam adesoes 
focais, que ligam algumas integrinas a componentes do citoesqueleto, por meio de seus 
dominios citoplasmaticos. 

• Gomo as protemas G, a Ras liga GDP quando quiescente, trocando GDP por GTP ao 
receber um sinal para se tornar ativada, emite um sinal e, com a ajuda de protemas ativa- 
doras de GTPase (GAPs), atua como GTPase para hidrolisar o GTP e se auto-inativar. 

• A diferen^a entre uma proteina Ras normal e sua correspondente oncogenica e, em geral, 
uma muta^ao pontual de sentido trocado que oblitera a atividade de GTPase, levando a 
uma proteina que, uma vez ativada, nao e capaz de se desligar. 


Questoes elaboradas 


1. Por que uma via de sinaliza^ao autocrina e uma for^a intrinse- 
camente desestabilizadora para um tecido normal? 

2. Cada fator de crescimento desencadeia seu proprio, bastante ca- 
racteristico, grupo de respostas biologicas em uma celula. Gomo e 
possivel alterar uma celula de modo que suas respostas biologicas a 
um fator de crescimento (p. ex., EGF) sejam caracteristicas, em vez 
das respostas que normalmente ocorrem apos ela ser exposta a ou- 
tro fator de crescimento (p. ex., PDGF)? 

3. A responsividade de uma celula a exposi^ao a um fator de cresci¬ 
mento e normalmente atenuada apos um certo periodo (meia bora) 
e, apos, e perdida. De acordo com o que voce aprendeu sobre re¬ 
ceptores de fatores de crescimento, quais mecanismos podem ser 
empregados por uma celula para reduzir a sua responsividade a um 
fator de crescimento? 

4. Que evidencias voce pode citar para embasar a no 9 ao de que a 
ativa^ao dos receptores de fatores de crescimento apos a liga^ao 


de um ligante com freqiiencia e dependente da dimeriza^ao do 
receptor (em vez de alguma outra mudan^a molecular no re¬ 
ceptor)? 

5. De que formas a proteina G heterotrimerica e similar as protei- 
nas G de baixo peso molecular (como a Ras) e de que forma 
elas diferem fundamentalmente? 

6. Por que o estudo de organismos inferiores, notavelmente as le- 
veduras, moscas e vermes, provou ser revelador na caracteriza- 
9 ao de cascatas de sinaliza 9 ao intracelular e foi menos litil no 
estudo de receptores de superficie celular? 

7. As integrinas exibem um novo tipo de controle, chamado “si- 
naliza 9 ao de dentro para fora”, no qual sinais intracelulares di- 
tam a afmidade desses receptores a varios ligantes extracelulares 
(i. e., componentes da matriz extracelular). Por que tal sinaliza- 
9 ao e requerida pelo fenomeno de mobilidade celular? 
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Capitulo 6 


O Circuito da Sinaliza^o 
Citoplasmica Programa Muitos 
dos Traces de Cancer 


“Qualquer celula viva carrega consigo as experiencias de um bilhao de anos de 
experimenta^ao por seus ancestrais. Voce pode esperar poder explica-la em 
poucas e simples palavras.” 

Max Delbrtick, geneticista, 1966 


O cancer e uma doen^a de prolifera^ao celular descontrolada. Uma vez que o comporta- 
mento proliferative de celulas cancen'genas e muito aberrante, podemos imaginar que 
elas criam maneiras totalmente novas de programar seu crescimento e divisao - que o circui- 
to-controle nas celulas cancen'genas tern uma organiza^ao um tanto quanto diferente daque- 
le de celulas saudaveis normals. Tal fato exacerba consideravelmente as diferen^as existentes 
entre celulas normals e neoplasicas. Na verdade, os dois tipos de celulas utilizam circuitos- 
controle quase identicos. Celulas cancen'genas descobrem formas de efetuar modifica^oes 
relativamente minoritarias na maquinaria de controle que opera dentro das celulas. Elas “be- 
liscam” os sistemas de controle existentes em vez de demolir toda a maquinaria e constituem 
uma nova versao a partir dos restos da original. 

O presente capitulo trata dessa maquinaria de controle - mais especificamente sobre o circui¬ 
to de processamento de sinal que opera no citoplasma da celula e governa a prolifera^ao 
celular. Uma placa de circuito eletronico e constitulda de um complexo espectro de compo- 
nentes densamente conectados que funcionam como resistores, capacitores, diodos e transis- 
tores. A celula tambem utiliza circuitos constituldos de uma serie de componentes interco- 
municantes, mas estes sao, quase sem exce^ao, protelnas. Enquanto protelnas individuals e 
suas fun^oes sao relativamente simples, os sistemas operacionais que podem ser constituldos 
a partir destes componentes em geral sao extraordinariamente complexos. 
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No Capitulo 5, lemos sobre os receptores apresentados na superflcie celular que reunem uma 
grande variedade de sinais e os canalizam ao citoplasma. Aqui, estudaremos como esses si- 
nais, principalmente aqueles emitidos por receptores de fatores de crescimento, sao processa- 
dos e integrados no citoplasma. Muitas das saldas desse circuito de processamento de sinal 
sao entao transmitidas ao micleo, onde fornecem entradas crlticas a maquinaria central que 
governa a proliferagao celular. Nossa discussao sobre esse governador nuclear - o reldgio do 
ciclo celular - sera feita no Capitulo 8. 

Uma unica celula pode expressar 20 mil ou mais proteinas distintas, muitas das quais estao 
ativamente envolvidas nos circuitos regulatorios citoplasmaticos que estao aqui descritos. 
Essas proteinas regulatorias sao encontradas em varias concentragoes e em diferentes localiza- 
goes ao longo do citoplasma. Em vez de estarem flutuando em concentragoes diluidas na 
agua intracelular, elas formam uma sopa grossa. De fato, ate 30% do volume da celula corres- 
pondem a proteinas em vez de solvente aquoso. 

Essas proteinas devem ser capazes de “conversar” umas com as outras com grande especifici- 
dade e precisao. Conseqiientemente, uma proteina sinalizadora operando em uma cascata de 
sinalizagao linear deve reconhecer apenas aqueles sinais que vem de proteina(s) parceira(s) 
upstream e passa-los adiante, ou seja, para sua(s) parceira(s) pretendida(s) downstream. Assim, 
ela vai ignorar as outras milhares de proteinas existentes dentro da celula (Figura 6.1). 

Isso significa que cada componente proteico de um circuito de sinalizagao deve, na verdade, 
resolver dois problemas. O primeiro refere-se a especificidade: como ele pode trocar sinais 
apenas com o pequeno subgrupo de proteinas celulares que sao seus parceiros de sinalizagao 
pretendidos no circuito? Segundo, como essa proteina pode adquirir um acesso rapido, quase 
instantaneo, as parceiras sinalizadoras, ao mesmo tempo em que operam na sopa viscosa que 
esta presente no citoplasma e micleo? 

Estudamos esse circuito porque seu desenho e operacionalidade fornecem abordagens-chave 
para explicar como celulas cancerigenas surgem. Portanto, muitas das oncoproteinas descri- 
tas nos capitulos anteriores geram cancer a partir da sua habilidade em causar desequilibrios 
na sinalizagao desse sistema normalmente bem-regulado. Pode-se dizer que cancer e certa- 
mente uma doenga de proliferagao celular inapropriada, mas ao analisarmos as celulas cance¬ 
rigenas com maior profundidade, entenderemos o cancer em um nivel muito diferente: o 
cancer e, na verdade, uma doen^a de processamento de sinalizagao aberrante. 

O presente capitulo ira possivelmente ser o mais desafiador entre todos neste livro. A dificul- 
dade provem da total complexidade bioquimica da transdugao de sinal, uma area que e afli- 


Figura 6.1 Casoatas de sinalizagao Este 
diagrama de circuito de sinalizagao 
imaginario ilustra como uma cascata de 
transdugao de sinal - uma serie de 
proteinas sinalizadoras que opera de forma 
extremamente semelhante a uma brigade 
molecular - passa sinais de uma fonte 
upstream (quadrado roxo) ao seu alvo 
pretendido downstream {diamante verde- 
escuro) e, ao mesmo tempo, evita a 
ativagao inadvertida de dezenas de outras 
proteinas sinalizadoras na celula {simbolos 
de desenho mais fraoo). 
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gida com muitos fatos e aben^oada apenas com um pequeno mimero de princi'pios unifica- 
dores. Assim, absorva este material aos poucos; o todo e demais para apenas uma leitura. 


6.1 Uma rota de sinaliza^ao vai desde a superficie 
celular ate o nucleo 

O crescimemo e a divisao que ocorrem nas celulas apos exposigao a mitogenos representam 
claramente programas regulatorios complexos envolvendo as agoes coordenadas de centenas, 
e mesmo milhares, de protemas celulares distintas. Como podem fatores de crescimento 
incitar todas essas modificagoes simplesmente por ligar e ativar sens receptores? E como pode 
a desregulagao destes programas proliferativos induzir a transformagao celular? E onde a Ras 
se ajusta nesse circuito, se de fato isso ocorre? 

Uma importante abordagem nessa questao surgiu a partir do exame conduzido em 1981 
sobre o comportamento de celulas normals cultivadas, mais especificamente fibroblastos, 
que tinham sido privados de fatores de crescimento associados ao soro por alguns dias. Du¬ 
rante esse pen'odo de “restri^ao sorologica”, as celulas em cultura entrariam, reversamente, 
em um estado de nao-crescimento ou quiescencia denominado Gg (“G zero”). Apos perma- 
necerem no estado Gg por alguns dias, celulas soro-restritas eram entao expostas a soro fresco 
e, portanto, a quantidades abundantes de fatores de crescimento mitogenicos. O objetivo do 
experimento era induzir todas as celulas em tais culturas a entrarem em um estado de cresci¬ 
mento e divisao ativo sincronicamente (coordenadamente). De fato, dentro de um pen'odo 
de 9 a 12 boras, a grande maioria dessas celulas previamente quiescentes comegariam a repli- 
car seus DNAs e, muitas boras mais tarde, iniciariam a divisao celular. 

Essas modificagoes observadas no comportamento celular nao proveram nenhuma pista sobre 
o grande mimero de modificagoes moleculares que ocorreram em tais celulas, em geral decor- 
rentes de alguns minutos de exposigao a fatores de crescimento frescos. Por exemplo, dentro 
de menos de uma bora, a transcri^ao de um grupo de mais de 100 genes celulares foi induzi- 
da (Figura 6.2). A expressao desses genes, que agora chamamos de genes de im'cio ime- 
diato (lEGs), aumentou rapidamente na primeira meia bora apos a estimulagao de fato¬ 
res de crescimento. Como esta sugerido nos comentarios da Tabela 6.1, os produtos de 
alguns desses genes auxiliam celulas de varias formas para emergir do estado Gg quies- 
cente para seu ciclo ativo de crescimento e divisao. De fato, experimentos envolvendo 
muitos desses genes demonstrou que o bloqueio da sua expressao previne a emergencia 
das celulas a partir do estado Gg. 

Uma variagao desse experimento (1981) foi realizada, em que soro fresco foi adicionado 
junto com cicloeximida, uma droga que interrompe toda a si'ntese de protemas celulares. 
Apesar da inibigao da smtese proteica, a indugao dos genes imediatos prosseguiu com certa 
normalidade. Isso indicou que todas protei'nas necessarias para ativar a transcri^ao desses 
genes ja estavam na posigao certa no momento em que o soro foi adicionado a celula. Dito de 
outra forma, a indugao de tais genes nao requeria a smtese proteica de novo (nova). 

Tais resultados tambem demonstraram que, em adigao aos receptores de fator de crescimento 
na superficie celular, um espectro de outras protemas estava presente na celula, as quais pode- 
riam conduzir rapidamente sinais mitogenicos dos receptores localizados na superficie celu¬ 
lar aos fatores de transcri^ao (TFs) operando no nucleo. Glaramente, a ativagao funcional de 
tais protemas citoplasmicas transdutoras de sinal nao dependia do aumento de suas concen- 
tragoes (ja que cicloeximida nao tinha efeito aparente nessa sinalizagao). Em vez disso, modi- 
ficagoes na estrutura, configuragao e localizagao intracelular proteica aparentaram desempe- 
nhar um papel dominante na sua ativagao funcional logo apos a estimulagao de receptores de 
tirosina cinase por seus ligantes de fatores de crescimento. 

Os genes de im'cio imediato codificam um mimero de protemas interessantes (veja a 
Tabela 6.1). Algumas destas especificam fatores de transcri^ao que, uma vez sintetiza- 
dos, ajudam a induzir uma segunda onda de expressao genica. Estao inclui'dos aqui os 
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Figura 6.2 Expressao de genes de inicio 
imediato A expressao de um ampio espectro 
de genes de inicio imediato e induzida dentro 
das primeiras duas horas apos ceiuias soro- 
restritas serem expostas a soro fresco. Essa 
expressao ocorre mesmo quando a sintese 
proteica e bloqueada durante esse periodo, 
indicando que os fatores de transcrigao 
necessaries para tal expressao preexistem 
nas ceiuias soro-restritas. 0 espectro de 
expressao genica aqui utilizado monitorou a 
expressao de 14.824 genes em 30, 60 e 120 
minutos ap6s a adigao de soro. As analises 
dos padroes de expressao resultantes 
levaram a identificagao de 229 genes (nao- 
etiquetados, arranjados de cima para baixo) 
que se comportam como lEGs. Com base 
nas varias programagdes de expressao 
genica, estes poderiam ser agrupados em 10 
subclasses (diagrama de agrupamento 
hierarquico, esquerda), cada qual 
apresentando seu proprio programa 
caracteristico de indugao e, em aiguns casos, 
regressao subseqiiente. Vermelho indica aito 
nivel de expressao de RNA, enquanto azul 
indica baixa expressao. Note que alguns 
iEGs sao expresses apenas por um breve 
periodo antes de serem reprimidos, ainda 
que 0 soro e mitogenos associados 
continuem a estar presentes no meio de 
cultura. (De A. Selvaraj and R. Prywes, 

BioMed Central Mol. Biol. 5:13, 2004.) 
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Tabela 6.1 Lima amostragem de genes de inicio imediato® 


Nome do gene 

Localizagao do produto genioo 

Fungao do produto genioo 

fos^ 

nucleo 

componente de AP-1 TF 

junB 

nucleo 

componente de AP-1 TF 

egr-1 

nucleo 

dedo de zinco TF 

nur77 

nucleo 

relacionado a receptores esteroides 

Sfi-r 

nucleo 

TF 

myc 

nucleo 

bHLH TF 

P-actina 

citoplasma 

citoesqueleto 

y-actina 

citoplasma 

citoesqueleto 

tropomiosina 

citoplasma 

citoesqueleto 

fibronectina 

extracelular 

matriz extracelular 

transportador de glicose 

membrana plasmatica 

importagao de glicose 

JE 

extracelular 

citocina 

KC 

extracelular 

citocina 


“O numero total de genes de inicio imediato distintos esta estimado em 50 a 100. 

‘’A expressao de urn grupo de genes relacionados a fos tambem e induzida como lEGs. Estes incluem fosB, 
fra-1 e fra-2. 

“Srf e um TF que se liga aos promotores de outros genes imediatos como fos, fosB,junB, erg-1 e erg-2, nur77 e 
genes de citoesqueleto como actinas e miosinas. 

Adaptada, em parte, de H.R. Herschman, Annu. Ver. Biochem. 60:381-319, 1991; e de B.H. Cochran, em R. 
Grzanna e R. Brawn (eds.), Activation of Immediate Early Genes by Drugs of Abuse. Rockville, MD: National 
Institutes of Health, 1993, pp. 3-24. 


genes myc, fos e jun, que foram originalmente identificados a partir da sua associagao 
com retrovirus transformantes. Alem disso, outros genes de inicio imediato codificam 
protemas que sao fatores de crescimento secretados (“citocinas”) ou ajudam a construir o 
citoesqueleto celular. 

Os m'veis de mRNA de myc demonstraram um aumento gradual apos a adigao de mito- 
geno e um rapido colapso apos a remogao do mitogeno. Alem disso, a propria protema 
Myc e reciclada rapidamente, tendo uma meia-vida (Tj^^) els apenas 25 minutos. Tais 
observagoes indicaram que os m'veis de protema Myc servem como marcador ou indica- 
dor intracelular da quantidade de mitogenos presentes no espago extracelular em proxi- 
midade. 

Alem disso, podemos notar que a atividade de Myc operando como uma protei'na sinalizado- 
ra deriva, em grande parte, das significativas mudan^as na sua concentragao no micleo celu¬ 
lar. Isso contrasta fortemente com o comportamento de protemas citoplasmicas transdutoras 
de sinal como Ras e Src. Estas respondem a sinais mitogenicos ao submeterem-se a alteragoes 
estruturais nao-covalentes e covalentes em vez de exibir aumentos significativos na concen- 
tragao. Tal diferen^a e refletida pelas modificagoes que ocorrem quando os genes myc, ras e src 
normals sao convertidos em oncogenes: os niveis de protei'na Myc tornam-se desregulados 
(sendo expresses constitutivamente em vez de serem modulados em resposta a sinais fisiolo- 
gicos), enquanto as estruturas das protei'nas Ras e Src passam por alteragoes sem que haja 
aumento na sua quantidade. 

Dentro de uma bora apos o aparecimento dos mRNAs dos genes de im'cio imediato, uma 
segunda onda de indugao genica ocorreu. Significativamente, a indugao destes genes de ini- 
cio tardio foi consideravelmente bloqueada pela presen^a de cicloeximida, indicando que sua 
expressao dependia, de fato, da si'ntese proteica de novo (Figura 6.3). (Na verdade, a expressao 
dos genes de im'cio tardio parece depender de fatores de transcri 9 ao que sao sintetizados na 
onda inicial de expressao dos genes de im'cio imediato.) 

A adi^ao de fatores de crescimento as celulas quiescentes demonstrou provocar outras modi- 
fica 96 es na fisiologia celular alem da rapida indu^ao de genes nucleares. Apos exposi^ao ao 
soro, a taxa de smtese proteica celular aumenta significativamente, sendo alcan^ada a partir 
da ativa^ao funcional das protei'nas que capacitam ribossomos a iniciar a tradu^ao de mRNAs 
celulares. Alguns fatores de crescimento demonstraram induzir mobilidade em celulas, como 
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Figura 6.3 Genes de inicio imediato vs. 
tardio As profundas modificagoes na 
fisiologia celular apos a aplicagao de 
fatores de crescimento mitogenicos 
associados ao soro em uma celula indicam 
que receptores de fatores de crescimento 
podem liberar urn diverse espectro de 
sinais bioquimicos, uma vez tendo side 
ativados pela ligagao do ligante. A 
transcrigao de alguns genes (genes de 
inicio imediato) e observada dentro de 
minutes de estimulagao por fator de 
crescimento {esquerda inferior), enquanto a 
transcrigao de outros (genes de inicio 
tardio) ocorre com urn atraso, uma vez que 
necessita da sintese de fatores de 
transcrigao {direita inferior). 


indicado pelo movimento no fundo de placas de Petri. Outros podem provocar uma reor- 
ganizagao das fibras de actina que auxiliam na construgao do citoesqueleto celular — a 
armagao que define o formato celular (Figura 6.4). Subseqiientemente, muitos fatores de 
crescimento foram descobertos por prover sinais de sobrevivencia as celulas, protegen- 
do-as, assim, da ativagao inadvertida do programa de suici'dio celular conhecido como 
apoptose. 

Essas respostas diversificadas indicavam que uma variedade de distintos sinais bioquimicos 
irradiava dos receptores de fator de crescimento ativados por ligante, e que tais sinais direcio- 
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Figura 6.4 Alteragoes no formato celular 
induzidas pelo soro Da mesma maneira 
que muitos outros tipos celulares, celulas 
Swiss 3T3 de camundongo soro-restrltas 
passam por profundas modificagoes no 
seu citoesqueleto de actina apos 
estimulagao por soro. Em adigao, a 
estimulagao por soro, majoritariamente 
mediada pelo fator de crescimento 
derivado de plaqueta (PDGF), tambem 
induz consideravelmente urn aumento na 
mobilidade celular (nao-demonstrado). 
(Cortesia de A. Flail.) 
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Barra lateral 6 .1 Respostas transcricionais a mitogenos nao fornecem indica 96 es da expressao 
genica em celulas em crescimento contfnuo A logica simples ditaria que as respostas transcricio¬ 
nais observadas logo apos estimula^ao por fator de crescimento de uma celula soro-restrita po- 
dem ser usadas para predizer o estado transcricional de celulas em que ocorre sinaliza^ao mitoge- 
nica continuamente devido a exposi^ao progressiva a fatores de crescimento. Tal sinaliza^ao tam- 
bem parece operar em celulas cancen'genas, nas quais certas oncoprotemas liberam sinais mitoge- 
nicos continuamente. Como conseqiiencia, o espectro de genes de im'cio imediato e tardio indu- 
zidos dentro da primeira bora de estimula^ao por fator de crescimento deve tambem ser expressa 
continuamente e em uma alta taxa em celulas transformadas. 

Na verdade, alguns genes que sao membros dos grupos de expressao de genes de im'cio ime¬ 
diato e tardio sao expressos em altos m'veis em celulas cancen'genas, enquanto outros nao. Essa 
discordancia deriva das opera 96 es de controles negativos de retroalimenta^ao que for^am o desli- 
gamento de alguns genes logo apos terem sido expressados. Por exemplo, a expressao do gene fos, 
um proto-oncogene, aumenta rapidamente em resposta a estimula^ao por soro, chegando a um 
maximo, e entao declina dramaticamente em cerca de uma bora apos estimula^ao inicial por soro 
(veja a Figura 6.2, por exemplo). Esse desligamento se deve a habilidade da protema Fos, uma vez 
sintetizada, em agir como um repressor da si'ntese de mais mRNA de fos. Muitos outros mecanis- 
mos de retroalimenta^ao negativa operam para garantir que muitas das respostas bioqui'micas 
iniciais incitadas por fatores de transcri^ao operem apenas transientemente apos exposi^ao inicial 
de celulas as esses fatores estimuladores de crescimento. 


navam-se a um diverse espectro de alvos celulares. Alguns deles pareciam ser diretamente 
canalizados para o nucleo, onde alterariam programas de expressao genica, enquanto outros 
estavam claramente direcionados a alvos citoplasmaticos, incluindo a maquinaria de si'ntese 
proteica e as protemas que organizam a estrutura do citoesqueleto. 

Uma compreensao mais data de como essas cascatas de sinalizagao operam era muito rele- 
vante para a questao do cancer: se fosse verdade que algumas oncoprotemas inundam celulas 
com uma carga conti'nua de sinais mitogenicos (Capitulo 5), entao o estado transformado de 
celulas cancerlgenas poderia representar perfeitamente uma versao exagerada das respostas 
que celulas normals exibem apos exposigao a fatores de crescimento. Na verdade, muitos dos 
tragos de celulas cancerlgenas podem de fato ser gerados devido as respostas das celulas a esses 
fatores (Barra lateral 6.1). 


6.2 A protema Ras esta no meio de uma 
complexa cascata de sinaliza^ao 

As distintas respostas de celulas a fatores de crescimento representaram um desafio aqueles 
interessados na transdugao de sinal intracelular, ja que quase nada era conhecido sobre a 
organizagao e fun^ao dos canais comunicantes operando na celula. No perlodo de uma deca- 
da (de 1980), esses circuitos foram lentamente sendo montados, como um “quebra-cabegas”. 
As pistas vieram de muitas fontes. A historia comegou com Ras e entao movimentou as 
cascatas de sinalizagao ate que os elos nas correntes de sinalizagao foram fmalmente conecta- 
dos um ao outro. 

Os avan 9 os na bioqulmica de Ras, que discutimos no capitulo anterior (Segao 5.9), parece- 
ram explicar bastante sobre como ela opera como um interruptor binario, mas nao proven 
nenhum direcionamento quanto ao seu contexto - como essa protelna e conectada ao circui- 
to completo de sinalizagao. De fato, permaneceu posslvel que a protelna Ras funcionasse em 
uma rota de sinalizagao que era independente daquela controlada por fatores de crescimento 
e sens receptores. 

No final, a solugao para o problema Ras veio de um lugar totalmente inesperado. A genetica 
do desenvolvimento ocular na mosca-das-frutas. Drosophila melanogaster, revelou uma serie 
de genes cujos produtos eram essenciais para o desenvolvimento normal dos omatldios, as 
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unidades de sensibilidade a luz que formam o olho composto. Um gene importante aqui 
envolvido veio a ser chamado de sevenless\ na sua ausencia, a setima celula em cada omatfdio 
nao era formada (Figura 6.5). Apos a clonagem e seqiienciamento, o gene sevenless foi carac- 
terizado por codificar uma protema com as caracterfsticas estruturais do receptor EGF. 

Alem disso, outras mutagoes mimetizavam a mutagao sevenless. Testes de complementagao 
genetica revelaram que tais mutagoes afetavam genes cujos produtos operam downstream de 
sevenless, aparentemente em uma cascata de transdu^ao de sinal linear. Uma dessas protelnas 
downstream era codificada por um gene que foi nomeado son of sevenless ou simplesmente sos. 
O exame minucioso da protema Sos mostrou que ela esta relacionada a protelnas conhecidas 
de bioqui'mica de levedura envolvidas na indugao de troca nucleotidica por protelnas G 
(ligagao nucleotidica de guanina), como Ras. As protelnas de levedura, freqiientemente cha- 
madas de fatores de troca do nucleotldeo guanina (GEFs), eram conhecidas por induzir 
protelnas G para liberar sens GDPs ligados, criando, assim, espago para a entrada de GTPs 
(veja a Figura 5.30). A conseqiiencia foi uma ativagao dessas protelnas G de sua configuragao 
de sinal inativa para ativa. Este foi precisamente o efeito que Sos exerceu nas protelnas Ras 
(Figura 6.6). Portanto, Sos era o tao procurado estimulador upstream que impulsionou Ras a 
sua configuragao ativa, e um novo componente crltico pode ser colocado no esquema de 
regulagao de Ras. 

Logo outros intermediarios na cascata de sinalizagao foram descobertos. Dois desses. She 
(pronuncia-se shick, em ingles) e Grb2 (pronuncia-se two, em ingles), foram descobertos 
mediante uma triagem genetica e bioqulmica por protelnas que interagem com receptores 
fosforilados ou peptldeos derivados. Tornou-se aparente que tais protelnas funcionam como 
adaptadores, formando pontes flsicas entre receptores de fatores de crescimento e Sos; essas 
protelnas de ligagao serao discutidas com maior detalhe posteriormente. Uma terceira protel- 
na adaptadora, denominada Grk (pronuncia-se crack, em ingles), foi identificada como sen- 
do a oncoprotelna codificada pelo virus de sarcoma aviario CTlO. 

Tais descobertas demonstraram as origens consideravelmente antigas dessa rota de sinaliza- 
gao, que ja era bem desenvolvida no ancestral comum de todos os metazoarios contempora- 
neos que viveram ha mais de 600 milhoes de anos. Uma vez posicionados, os componentes 
essenciais dessa cascata permaneceram relativamente intactos nas celulas de organismos des- 
cendentes. De fato, os componentes proteicos individuals dessas cascatas tern estado tao 
conservados que, em muitos casos, os componentes proteicos das celulas de um filo (corda- 
dos, por exemplo) pode ser trocado com aqueles de outro (artropodes, por exemplo) para 
reconstituir uma rota de sinalizagao funcional. 

Reunidos, os dados geneticos e bioqulmicos desses filos animals distantemente relacio- 
nados poderiam ser combinados em um esquema que sugerisse uma cascata de sinaliza- 
fao linear organizada da seguinte forma: receptor de tirosina cinase? She? Grb? Sos? Ras. 
Enquanto esta cascata provia o esbogo de um canal de sinalizagao, dava pouco esclareci- 
mento sobre as interagoes bioqulmicas que possibilitavam a essas diversas protelnas tro¬ 
car sinais uma com a outra. 


6.3 A fosforila^ao de tirosina controla a localiza^ao e, portanto, 
as a^oes de muitas protemas sinalizadoras citoplasmaticas 

Entre as principals questoes bioqulmicas que permaneceram sem resposta, provavelmente as 
mais crlticas eram as ainda misteriosas agoes das cinases carregadas por muitos receptores de 


Figura 6.6 Son of sevenless Estudos geneticos do desenvolvimento de olho de 
Drosophila reveiaram outro gene cujo produto parecia estar locaiizado 
downstream de sevenless (Figura 6.5) em uma cascata de sinaiizagao e 
especificava um GEF (marrom), capaz de ativar a proteina Ras. Esse gene foi 
nomeado son of sevenless ou simplesmente sos. 


4 



mutante sevenless 


Figura 6.5 Estrutura do olho de mosca 0 
estudo das unidades de sensibilidade a luz 
no olho de Drosophila melanogaster - os 
omatidios (painel superior) - revelou que 
cada omatidio e formado de uma serie de 
sete celulas, com seis circundando 
externamente uma setima central, como pode 
ser observado nesta micrografia eletrbnica 
{numeragao no topo centra!). Uma mosca 
carregando a mutagao no gene que veio a 
ser chamado de sevenless produziu 
omatidios carecendo da setima celula central 
(painel inferior). Posteriormente, descobriu-se 
que sevenless codificava um homologo do 
receptor de fator de crescimento epidermal 
(EGF). (Cortesiade E. Flafen.) 


sevenless 

(homologo do receptor de EGF) 



Ras 
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fator de crescimento. Sera que a fosforilagao desses receptores nos resfduos de tirosina era 
cn'tica para sua habilidade em sinalizar ou era apenas uma distragao? E se essa fosforilagao era 
importante, como ela poderia ativar o complexo circuito de sinalizagao que estava downstream^. 

Dois mecanismos alternativos pareciam plausfveis. O primeiro predizia que um receptor de 
tirosina cinase associado fosforilaria uma serie de protemas-alvo no citoplasma. Tal modifica- 
gao covalente alteraria a conformagao tridimensional das protemas (ou seja, sua estereoquimi- 
ca), posicionando, assim, cada uma delas em um estado de sinalizagao ativa que Ihes permitia 
transferir sinais a uma parceira localizada um passo abaixo em uma cascata de sinalizagao. 
Esse modelo implicava, entre outras coisas, que a fosforilagao da propria molecula receptora 
era de importancia secundaria a sinalizagao. 

Segundo o modelo alternativo, a fosforilagao da cauda citoplasmica de um receptor apos a 
ligagao do fator de crescimento afetava a localizagao fisica de suas parceiras de sinalizagao 
downstream sem necessariamente alterar sua atividade intrmseca. Uma vez relocalizadas a 
novos si'tios no citoplasma, as parceiras downstream poderiam entao seguir com sua tarefa de 
emitir sinais a outros alvos na celula. 

Como visto, o segundo modelo, envolvendo a relocalizagao proteica, provou-se mais impor¬ 
tante. Uma melbor percepgao surgiu a partir da analise da detalbada estrutura da protema 
Src. Pesquisadores notaram tres diferentes domi'nios de seqiiencia de aminoacidos, cada se- 
qiiencia sendo encontrada em Src e em uma serie de outras protemas nao-relacionadas. Essas 
seqiiencias, cbamadas dommios de bomologia Src 1, 2 e 3 (SHI, SH2 e SH3), proveram a 
cbave para o “quebra-cabegas” de sinalizagao de receptor (Figura 6.7). 

O dommio SH1 de Src representa seu domi'nio catab'tico, e, de fato, dommios e seqiiencia 
similares estao presentes em todos receptores de tirosina cinase, assim como nos outros nao- 
receptores de tirosina cinase que sao configurados como Src. Essa relagao seqiiencial compar- 
tilbada suporta a ideia de uma origem evolutiva comum de todas essas cinases. 



dominio SH1 


dominio SH2 


dominio SH3 


l6bulo-N 


l6bulo-C 


Figura 6.7 Estrutura do dominio da proteina Src Analises de 
cristalografia de raios X da proteina Src revelaram tres distintos 
dominios estruturais que tambem estao presentes em um grande 
numero de outras proteinas. (A) A estrutura detalhada de Src esta 
apresentada neste diagrama de fitas, em que os dominios 
helicoidais indicam helices-a, enquanto as fitas achatados indicam 
folhas p pregueadas. Da mesma forma que muifas outras proteinas 
cinases subsequentemente analisadas, o dominio catalitico SHI 
aparenta ser composto de dois dominios {direita), rotulados 



dominios cinase iobulo-N e C {amarelo, laranja). Entre esses lobulos 
esta 0 sitio de ligagao do ATP onde ocorre a catalise (figura vermelha 
em bastao). Os dominios SH2 e SH3 (azul, verde-claro) estao a 
esquerda e estao envolvidos no reconhecimento de substrate e na 
regulagao da atividade cataiitica. Sequencias conectoras estao 
apresentadas em verde-escuro. (B) Modelo de espago preenchido 
de Src. (A, de B. Aiberts et al., Molecular Biology of the Cell, ed. 
New York: Garland Science, 2002; B, cortesia de M.J. Eck, veja W. Xu 
et al., Mol. Cell 3: 629-638, 1999.) 











A FOSFORILAgAO DE TIROSINA CONTROLA MUITAS PROTEINAS DE SINALIZAgAO / 167 


Uma habil investigagao bioqufmica conduzida no final da decada de 1980 revelou o papel do 
dommio SH2 presente em Src e outras protei'nas sinalizadoras. Esse dommio estrutural rela- 
tivamente pequeno, de cerca de 100 reslduos de aminoacidos (Figura 6.8), atua como um 
“receptor” intracelular. O “ligante” para o receptor SH2 e uma pequena seqiiencia oligopep- 
tldica que contem tirosina fosforilada e uma seqiiencia oligopeptfdica especi'fica de 3 a 6 
reslduos que flanqueia a fosfotirosina em seu lado C-terminal. 

Logo, tornou-se aparente que existem dezenas de domlnios SH2 distintos, cada um carrega- 
do por uma protelna diferente e tendo uma afinidade por uma seqiiencia oligopeptfdica 
contendo fosfotirosina especffica que funciona como seu ligante. As especificidades de se¬ 
qiiencia de um mimero substancial de grupos SH2 ja foram catalogadas. Estima-se que o 
genoma humano codifique pelo menos 117 distintos grupos de SH2, cada um constituindo 
um domlnio de uma protelna maior e tendo, aparentemente, uma afinidade por ligar-se a 
uma fosfotirosina particular junto com uma seqiiencia oligopeptfdica flanqueadora. 


Em geral, um domlnio SH2 possibilita que a protelna que o carrega se associe a uma parceira 
proteica que esteja apresentando uma fosfotirosina especffica mais uma seqiiencia de ami¬ 
noacidos flanqueadora, formando assim um complexo flsico entre essas duas protelnas. Al- 
gumas protelnas que carregam SH2 nao carregam nenhuma atividade enzimatica. Outras, 
em adigao a seus domlnios SH2, carregam sltios catallticos bastante diferentes da atividade 
tirosina cinase (TK) presente na propria Src. Por exemplo, uma forma de fosfolipase C carre¬ 
ga um domlnio SH2, da mesma forma que a subunidade p85 da enzima fosfatidilinositol 3 
cinase (PI3K). A protelna SHPl, que sera brevemente discutida, carrega um domlnio SH2 
ligado a um domlnio catalltico de fosfatase, ou seja, uma atividade enzimatica que remove 
grupos fosfato, revertendo assim as agoes de cinases. 


Tais achados indicam que os domlnios catallticos das varias protelnas e seus grupos SH2 
funcionam como modulos estruturais independentes. Esses modulos tern sido agrupados em 
diversas combinagoes pela evolugao. O grupo SH2 originado por cada uma dessas protelnas 
Ihe permite tornar-se localizada em certos sltios na celula, especificamente aqueles sltios que 
contem protelnas particulates que carregam fosfotirosinas as quais protelnas contendo SH2 
podem se grudar. 


As descobertas sobre os grupos SH2 fmalmente resolveram o quebra-cabegas de como recep- 
tores de tirosina cinase sao capazes de emitir sinais. A historia esta esquematicamente ilustra- 
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Figura 6.8 Estrutura e fungao dos grupos 
SFI2 (A) Este diagrama de fitas apresenta a 
estrutura tridimensional de um dominio SFI2 
tipico obtido a partir de cristalografia de 
raios X. 0 dominio SH2 e visto em uma 
orientagao diferente daquela vista na Figura 
6.7. Um dominio SFI2 tipico e composto de 
cerca de 100 aminoacidos e e formado a 
partir de um par de folhas p pregueadas 
anfiparalelas {vermelho) cercado por um 
par de helices-a {verde). Os sitios de 
inferagao pelo dominio SFI2 com seu 
“ligante" - um peptideo contendo uma 
fosfotirosina (pY) - estao indicados por 
pontos amarelos. (B) Como indicado no 
desenho esquematico, o dominio SFI2 
funciona como um encaixe molecular: ele 
reconhece tanto uma fosfofirosina como as 
cadeias laterals de aminoacidos que 
flanqueiam essa fosfotirosina na sua 
extremidade C-terminal. Esses residues de 
aminoacidos flanqueadores determinam a 
especificidade de ligagao, ou seja, as 
identidades dos oligopeptideos 
fosfotirosinados particulares que sao 
reconhecidos e ligados por um dominio SFI2 
parficular. (A, baseada em dados de G. 
Waksman et al., Cell 72: 779-790, 1993; B, de 
B. Albert et al., Molecular Biology of fhe Cell, 
4fh ed. New York: Garland Science, 2002.) 










168 / Capitulo 6 O CiRCuiTO DA SiNALizAgAo CitoplAsmica Programa Muitos DOS Traqos de Cancer 


da na Figura 6.9. Como conseqtienda da transfosforilagao induzida pela ligagao, uma mole- 
cula receptora, como o receptor de EGF, ira adquirir e apresentar um caracten'stico espectro 
de resi'duos de fosfotirosina em sua cauda citoplasmica; da mesma forma, o receptor de PDGF 
apresentara seu proprio espectro de fosfotirosinas em sua cauda citoplasmica. A identidade 
singular de cada resi'duo de fosfotirosina originado por essas caudas e ditada pela seqiiencia 
de residues de aminoacidos flanqueando a fosfotirosina na sua extremidade C-terminal. Es¬ 
sas fosfotirosinas tornam-se atrativos sltios residentes para varias protelnas citoplasmicas con- 
tendo SH2, especificamente protelnas que em geral sao encontradas na por 9 ao soliivel do 
citoplasma (o citosol) e estao, portanto, livres para movimentar-se de uma localidade para 
outra no citoplasma. Como conseqtiencia, logo apos tornar-se ativado pela ligagao do ligan- 
te, um receptor de fator de crescimento torna-se decorado com um conjunto especlfico des- 
sas protelnas parceiras contendo SH2 que sao atraldas a suas varias fosfotirosinas. 

Por exemplo, uma forma ligante-ativada do receptor de PDGF atrai Sre, PI3K, Ras-GAP 
(que estimula atividade GTPase Ras: veja a Barra lateral 5.11), SHP2 (fosfatase de tirosina 2 
contendo SH2) e fosfolipase C-y (PLC-y). Cada uma dessas protelnas carrega ao menos um 
domlnio SH2, e todas elas aglomeram-se no PDGF-R apos sua cauda citoplasmica e um 
curto segmento no meio do seu domlnio cinase (chamado de “inserto cinase”) tornarem-se 
tirosina-fosforilados. Uma vez atadas a PDGF-R, algumas dessas protelnas contendo SH2 
tornam-se substratos para fosforilagao de tirosina pela cinase de PDGF-R. (Permanece obs- 
curo se todas essas protelnas contendo SH2 e mesmo outras podem se ligar simultaneamente 
a uma unica molecula receptora de PDGF ativada por ligante.) 


Figura 6.9 Atraqao de protelnas 
transdutoras de sinal por receptores 
fosforilados (A) Este diagrama esquematico 
de uma molecula do receptor de PDGF-p, 
que omite seu dominio tirosina cinase, 
revela um grande numero de reslduos de 
tirosina na porgao C-terminal do receptor 
que e submetida a fosforilagao apos 
ligagao do ligante e ativagao do receptor. 
(As posigoes destes reslduos de tirosina na 
cadeia polipeptldica do receptor estao 
indicadas pelos numeros.) Estao listadas a 
esquerda sete distintas protelnas 
citoplasmicas, cada uma podendo ligar-se 
a uma ou mais das fosfotirosinas do 
receptor de PDGF-p via seu(s) dominio(s) 
SFI2. A sequencia de aminoacidos de cada 
uma dessas fosfotirosinas esta indicada 
por um codigo de aminoacidos de letra 
unica. Como indicado, os tres reslduos de 
aminoacidos que flanqueiam cada 
residue de tirosina (Y) em sua 
extremidade C-terminal definem o 
exclusive sitio de ligagao reconhecido pelos 
varies dominies SFi2 carregados por essas 
sete protelnas associadas. (B) 

Similarmente, uma constelagao de 
fosfotirosinas pode ser formada apos o 
receptor de EGF ligar-se ao seu ligante, 
geralmente formando heterodimeros com a 
proteina receptora FIER2. Entretanto, o 
espectro de protelnas contendo SFi2 
associadas ao EGF-R e bastante diferente, 
permitindo que esse receptor ative um grupo 
diferente de rotas sinalizadoras downstream. 
(A, adaptada de T. Pawson, Adv. Cancer Res. 
64: 87-110, 1994; B, adaptada de R. Sordella 
et al., Science 305: 1163-1167, 2004.) 


A diversidade bioqulmica dessas protelnas associadas nos prove pelo menos uma solugao para 
a questao de como um fator de crescimento e capaz de produzir uma diversidade de respostas 
bioqulmicas e biologicas de uma celula: cada uma delas controla sua propria cascata de sina- 
lizagao downstream, e cada uma dessas cascatas, por sua vez, influencia um aspecto diferente 
do comportamento celular. Ao grudarem-se a uma molecula receptora, essas protelnas con¬ 
tendo SH2 sao levadas a ativar suas respectivas cascatas. Algumas delas funcionam de forma 
a ativar algas de retroalimentagao negativa que podem acabar desligando a sinalizagao do 
receptor (Barra lateral 6.2). 
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Barra lateral 6.2 Uma molecula contendo SH2 
determina resultados de competi^ao Oli'mpi- 
ca Uma das parceiras contendo SH2 dos re- 
ceptores de tirosina dnase e uma fosfotirosina 
fosfatase (FTP), uma enzima que remove o gru- 
po fosfato da fosfotirosina. Uma vez ligada via 
seu grupo SH2 a um receptor de tirosina fos- 
forilado ativado por ligante, essa particular fos¬ 
fatase, denominada SHPl, come 9 a a arrancar 
os grupos fosfato nos resi'duos de tirosina que 
permitiram que o receptor atraia outras par¬ 
ceiras sinalizadoras downstream. Assim, uma 
enzima como SHPl cria uma al 9 a de retroali- 
mentaqao negativa para encerrar qualquer fu- 
tura descarga do receptor. Na verdade, a fosfa¬ 
tase SHPl e responsavel por encerrar a sinali- 
za^ao de uma variedade de receptores, como o 
receptor para fator de crescimento de eritropoie- 
tina (EPO), que normalmente responde a EPO 
ao desencadear eritropoiese - forma^ao de celu- 
las vermelhas sangulneas (descrita na Figura 6.22). 


Alguns indivi'duos herdam um gene re¬ 
ceptor mutante que codifica um receptor 
EPO que carece do si'tio de ancoragem usual 
para a fosfatase SHPl. Em indivi'duos cujas 
celulas expressam esse receptor mutante, o 
controle de retroalimenta^ao negativa defec- 
tivo resultante conduz a um receptor EPO 
hiperativo e, entao, a niveis acima do nor¬ 
mal de celulas vermelhas e, portanto, aumen- 
ta a capacidade de transporte de oxigenio no 
seu sangue. No caso de muitos membros de 
uma fami'lia finlandesa com esse defeito 
genetico herdado, a condi^ao parece ter de- 
sempenhado um papel-chave nas suas con- 
quistas Olimpicas no esqui cross-country\ (E 
interessante salientar que a expressao de 
SHPl e interrompida em muitas leucemias 
e linfomas nao-Hodgkin; isso permite que 
multiplas moleculas receptoras de mitogenos 
descarreguem excessivamente nas cHulas tu- 
morais.) 


Uma vez que os dommios citoplasmicos dos receptores de tirosina cinase estao localizados 
proximos da superficie interna da membrana plasmatica, as protemas parceiras contendo 
SH2 atrai'das ao receptor sao trazidas para perto da membrana plasmatica e, assim, perto de 
outras moleculas que ja estao, por suas proprias razoes, ligadas a membrana. Essa justaposi- 
gao I'ntima permite que varias protelnas contendo SH2 interajam diretamente com as protei- 
nas e fosfolipi'deos associados a membrana, gerando, assim, uma variedade de sinais bioqui- 
micos que pode ser transmitida a varias cascatas de transdugao de sinal downstream. 

Por exemplo, a protei'na ativadora de GTPase Ras (Ras-GAP), tendo se ligado a um receptor 
fosforilado, esta ligada em i'ntima proximidade a protelnas Ras, muitas das quais estao per- 
manentemente ancoradas a membrana plasmatica via suas caudas lipldicas C-terminais. Isso 
permite que Ras-GAP interaja com moleculas Ras proximas, estimulando-as a hidrolisar suas 
GTPs ligadas, fazendo, assim, com que elas se convertam de um estado de sinalizagao ativo 
para um inativo. 

Similarmente, quando fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) torna-se ligada proximo a membrana 
plasmatica, ela e capaz de fosforilar lipi'deos incrustados na membrana; retornaremos a PI3K e seu 
mecanismo de agao na Segao 6.6. Um outro exemplo e provido pela PLC-y, que, quando justa- 
posta a membrana plasmatica via ligagao ao receptor, e capaz de clivar um fosfolipldeo associado 
a membrana [fosfatidilinositol (4,5)-difosfato, ou PIP 2 ] em dois produtos, cada qual tendo seus 
potentes poderes de sinalizagao. A questao aqui e que muitas reagoes tornam-se posslveis (ou 
podem prosseguir a taxas muito mais altas) quando enzimas e seus substratos sao intimamente 
agrupados a partir da ligagao dessas enzimas a receptores fosforilados. 

O domlnio SH3, o terceiro dos motivos seqiienciais presentes em Src (veja a Figura 6.7), 
liga-se especificamente a certos domlnios seqiienciais ricos em prolina em protemas parcei¬ 
ras; essas seqiiencias ricas em prolina passam entao a servir como ligantes dos dommios SH3. 
(Um pequeno subconjunto de grupos de SH3 parece reconbecer ligantes de uma estrutura 
diferente.) Os domlnios SH3 sao uma invengao relativamente antiga (aparentemente origi- 
nada ha mais de 1,5 milhao de anos), visto que existem pelo menos 28 deles presentes nas 
varias protelnas da levedura S. cerevisiae. O domlnio SH2, em contraposigao, aparenta ser de 
origem mais recente, tendo sido inventado possivelmente na mesma epoca em que a fosfori- 
lagao de tirosina se tornou muito utilizada - talvez ha 600 milhoes de anos, quando surgiram 
os metazoarios (Figura 6.10A). 
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No caso especi'fico do dommio SH3 de Src, nao ha evidencia que ele seja udlizado para 
reconhecer e ligar-se a certos substratos que portam dommios ricos em prolina e, uma vez 
ligados a Src, podem entao ser fosforilados pela atividade cinase de Src. Alem disso, outras 
evidencias apontam para um dommio de ligagao rico em prolina na propria Src, ao qual 
domfnios SH3 de Src se associam, criando uma ligagao intramolecular. A partir de analises 
da seqiiencia do genoma humano, foram descobertos 253 domfnios SH3 distintos, cada um 
sendo parte de uma protefna maior. 

Os dommios SH2 e SH3 foram os primeiros de uma serie de dommios proteicos espe- 
cializados a serem reconhecidos e catalogados (Figura 6.1 OB). Cada um deles e capaz de 
reconhecer e ligar uma seqiiencia ou estrutura especffica presente em uma molecula par- 
ceira. Alguns reconhecem e ligam fosfosserina e fosfotreonina em protefnas parceiras, 
enquanto outros se ligam a formas fosforiladas de alguns lipfdeos de membrana (Tabela 
6.2). Outro dommio especializado, denominado PTB, e capaz, da mesma forma que 
grupos SH2, de reconhecer e ligar resfduos de fosfotirosina; nesta instancia, entretanto, 
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Figura 6.10 Dominios de interagao proteica como unidades moduladoras 
da estrutura proteica Complexos multiproteicos especificos sao 
formados usando dominios como SH2, SH3 e PH, que ligam 
fosfotirosinas, sequencias ricas em prolina e PIP3, respectivamente. 
Como esta indicado na figura, a evolugao tern manipulado esses 
dominios de forma modular, ligando-os a dominios cataliticos de 
tirosina cinase: no caso das tres primeiras tirosina cinases (Fps, Src e 
Syk), a um dominio GAP (profeina ativadora de GTPase) ou a um 
dominio PLC (fosfolipase C). Na porgao inferior estao apresentadas 
duas proteinas adapfadoras ou de “ligagao” que contem apenas 
dominios SH2 e SH3 e carecem de dominios cataliticos: cada um 
desses adaptadores serve como um ligante entre pares de outras 


proteinas, uma das quais carrega uma certa fosfotirosina (ao qual um 
dominio SH2 pode se iigar), e a outra, um dominio rico em proiina (ao 
qual um dominio SH3 pode se ligar). (B) 0 espectro de “ligantes” 
moleculares que podem ser ligados a dominios “receptores” 
complementares para facilitar interagoes intermoleculares e bem maior 
que 0 indicado no painel (A). Como apresentado, uma variedade de 
residues de aminoacidos modificados, sequencias peptidicas, acidos 
nucleicos e fosfolipideos podem servir como ligantes dos dominios 
indicados. Alem disso, certos dominios ("dominio-dominio”) favorecem 
a homodimerizagao de duas moieculas proteicas. (A, adaptada de T. 
Pawson, Adv. Cancer Res. 64: 87-110, 1994: B, de T. Pawson e P Nash, 
Science 300: 445-452, 2003.) 
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os residues de aminoacidos flanqueadores na por^ao N-terminal da fosfotirosina defi- 
nem a identidade singular do ligante de fosfotirosina. 

Juntos, esses varies dominios ilustram como as linhas de comunica^ao de uma celula sao 
restritas, visto que a habilidade de moleculas sinalizadoras em associar-se fisicamente de for¬ 
mas muito especi'ficas a moleculas-alvo assegura que sinais sejam passados apenas a esses 
alvos pretendidos, e nao a outras protemas na celula. Alem disso, o exame de um espectro de 
proteinas sinalizadoras revelou que esses varies dominios tern side usados como modules, 
sendo formados de diferentes maneiras a partir da evolu^ao para assegurar a espedficidade de 
uma variedade e intera 96 es intramolculares (veja a Figura 6.10B). 

A descoberta de grupos SFI2 tambem explicou como Sre, a oncoproteina original, opera em 
uma celula normal, e como o virus do sarcoma de Rous reconfigurou a estrutura de Sre, 
transformando-a em uma oncoproteina (Barra lateral 6.3). 


6.4 Grupos SH2 explicam como receptores de fator 

de crescimento ativam Ras e adquirem especificidade 
de sinaliza^ao 

A descoberta de grupos SH2 e seus mecanismos de a^ao possibilitou a resolu^ao de uma serie 
de importantes problemas. As respostas bioquimicas podiam agora explicar precisamente 
como a cascata do receptor Sos Ras opera. 

A ebave foi provida pela estrutura da proteina Grb2. Ela contem dois grupos SH3 e um 
grupo SH2. Seus dominios SH3 tern uma afmidade por duas seqiiencias distintas ricas em 
prolina presentes em Sos, enquanto sua seqtiencia SF12 associa-se a uma fosfotirosina presen¬ 
te na extremidade G-terminal de muitos receptores ativados por ligante. Como conseqiien- 
cia, Sos, que em geral parece flutuar livremente no citoplasma, torna-se agora agarrado ao 
receptor a partir da liga 9 ao de Grb2 (Figura 6.12). 

As analises detalbadas das estruturas de Grb2 e de proteinas similarmente configuradas (Crk, 
por exemplo) indicam que elas nao carregam nenbum outro dominio funcional alem de seus 
dominios SF12 e SH3. Aparentemente, essas proteinas adaptadoras nao passam de “pontes” 
especificamente desenvolvidas para ligar outras proteinas entre si. (Uma liga^ao alternativa, 
tambem apresentada na Figura 6.12, pode ser obtida quando um receptor de fator de cresci¬ 
mento associa-se a Sos via Grb2 e Sbc.) 

Quando Sos se torna ancorado ao receptor via Grb2 (ou via Grb2 + Sbc), ele e aproximado 
de proteinas Ras, que parecem estar, em sua maioria, permanentemente agarradas a face 
interna da membrana plasmatica. Sos e entao fisicamente posicionada para interagir direta- 


Tabela 6.2 Dominios de ligagao que sao carregados por varias proteinas® 


Nome do dominio 

Ligante 

Exempios de proteinas oarregando este dominio 

SH2 

fosfotirosina 

Sre (tirosina cinase), Grb2 (proteina adaptadora), She (proteina de sustentagao), SHP2 
(fosfatase), Cbl (ubiquitilagao) 

PTB 

fosfotirosina 

She (proteina adaptadora), IRS-1 (adaptador para sinalizagao de insulina RTK), 

X11 (proteina neuronal) 

SH3 

rico em prolina 

Sre (tirosina einase), Crk (proteina adaptadora), Grb2 (proteina adaptadora) 

14-3-3 

fosfosserina 

Cde25 (fosfatase CDK), Bad (regulador de apoptose), Raf (cinase ser/thr), 

PKC (proteinas cinases C cinase ser/thr) 

Bromo 

lisina acetilada 

P/CAF (co-fator de transcrigao), proteinas de cromatina 

PHb 

inositideos fosforilados 

PLC-8 (fosfolipase C), Akt/PKB (cinase ser/thr), BTK 


®Pelo memos 32 tipos distintos de dominios de ligagao foram identificados. Esta tabela apresenta seis destes, que estao geralmente associados na transdugao de 
sinais mitogenicos. 

®Os grupos de ligagao fosfoinositideos incluem, em adigao ao dominio PH, os dominios Fabi, YOTB, Vaci, EEA1 (FYVE), PX, ENTH, e FERM. 
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Barra lateral 6.3 O dommio SH2 de Src tem duas fun 96 es alterna- 
tivas Temos retratado SH2 como um dommio proteico que permite 
que seu portador reconhe^a e ligue-se a outras protemas parceiras 
contendo fosfotirosina, formando, assim, complexos biomolecula- 
res. Entretanto, em tirosina cinases como Src, o grupo SH2 pode 
tambem desempenhar um papel bastante diferente. Da mesma for¬ 
ma que a maioria das moleculas sinalizadoras, a cinase Src em geral 
existe em uma configura^ao funcionalmente silenciosa. Ela e man- 
tida nesse estado inativo por um dommio de regula^ao negativa de 
Src - uma seqiiencia polipepn'dica que drapeja atraves do sitio cata- 
li'tico de Src e bloqueia o acesso aos substrates desta cinase. O do¬ 
mmio obstruinte (algumas vezes denominado de “al^a de ativa^ao”; 
veja a Figura 5.18) e mantido na sua posi 9 ao, em parte, devido as 
aqoes do grupo SH2 de Src, que reconhece e liga uma fosfotirosina 
na posi^ao 527 do proprio Src. Assim, esse grupo SH2 esta forman¬ 
do uma ponte intramolecular em vez de intermolecular (Figura 
6.11 A). 

Alguns receptores, como PDGF, podem tornar-se ativados pela li- 
ga^ao do ligante e apresentar fosfotirosinas em seus domi'nios citoplas- 
maticos que sao tambem sitios atrativos de liga^ao para os grupos SH2 
de Src. Como conseqiiencia, o grupo estavel SF12 de Src quebra sua 


liga^ao intramolecular e forma novamente uma nova liga^ao intermo¬ 
lecular com o receptor PDGF; isso resulta na adesao de Src ao receptor 
PDGF (Figura 6.1 IB). Ao mesmo tempo, a fenda catali'tica da protema 
Src foi liberada dos efeitos obstrutivos desse domi'nio de regula^ao ne¬ 
gativa, e, portanto, Src pode come^ar a fosforilar sua propria clientela 
de substratos, auxiliando assim a transmissao de sinais pelo receptor 
PDGF (Figura 6.11C). 

A oncoproteina Src especificada pelo virus do sarcoma de Rous 
e uma forma mutante da protema c-Src normal em que o dominio 
oligopeptidico C-terminal contendo o residuo de tirosina 527 foi 
trocado por outra seqiiencia de aminoacidos nao-relacionada. Como 
conseqiimcia, uma fosfotirosina nunca pode ser formada nesse si¬ 
tio, e a al^a inibitoria intramolecular nao pode formar e obstruir o 
sitio catalitico de Src. A oncoproteina viral (v-Src) esta, portanto, 
liberada para descarregar constitutivamente. Um mutante Src simi¬ 
lar, em que os seis aminoacidos C-terminais estao deletados (in- 
cluindo a tirosina 527), foi reportado em metastase de figado de 
carcinomas de colon humano. Enquanto a cinase Src e hiperativa 
em muitos carcinomas de colon, este e um dos extremamente raros 
exemplos de uma Src mutante estruturalmente alterada em canceres 
humanos. 
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Figura 6.11 Estrutura e fungao de Src (A) 0 grupo SH2 de Src (azul) 
liga-se normalmente de uma forma intramolecular a um residuo de 
fosfotirosina (pY) na posigao 527, perto da extremidade C-terminal de 
Src [vermelho). Essa ligagao causa a obstrugao da fenda catalitica 
de Src, que esta localizada entre o l6bulo-N e o C do dominio cinase. 
Ao mesmo tempo, o dominio SH3 {verde-claro) liga-se a um 
segmento rico em prolina no l6bulo-N do dominio cinase. (B) 
Entretanto, quando o receptor PDGF (indicado aqui como "ativador 
de Src") torna-se fosforilado, uma de suas fosfotirosinas (vermelho) 


serve como ligante para o grupo SFi2 de Src, causando a troca de 
SFI2 da ligagao infra para intermolecular. Concomitantemente, o 
grupo SH3 de Src se desliga da sua ligagao intramolecular para ligar- 
se a um dominio rico em prolina (PXXP) no receptor. Tais mudangas 
colocam a fenda catalitica de Src em uma configuragao que Ihe 
possibilita descarregar. (C) Uma fosforilagao final da tirosina 416 move 
uma alga de ativagao oligopeptidica obstruinte (verde-escuro) para fora 
do caminho da fenda catalitica, gerando a atividade total de tirosina 
cinase de Src. (Adaptada de W. Xu et al.. Mol. Cell 3: 629-638, 1999.) 


mente com estas moleculas Ras, induzindo-as a liberar GDPs e ligar GTPs. Essa troca do 
nucleoti'deo guanina causa a ativagao da sinalizagao proteica de Ras. Assim, a rota bioquimi- 
camente defmida poderia ser representada da seguinte forma: 

Receptor Grb2 Sos Ras 

ou 

Receptor She Grb2 Sos Ras 
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Figura 6.12 Ligagoes intermoleculares 
forjadas pelas proteinas de ligagao Grb2 e 
She (A) A associagao de Sos, o fator de 
troca de nucleotideo de guanina (GEF) de 
Ras, com receptores de fator de 
crescimento ativado por ligante e 
alcangada por proteinas de ligagao, como 
Grb2, aqui apresentada. Os dois dominios 
SFI3 de Grb2 ligam-se a dominios ricos em 
prolina de Sos, enquanto seu dominio SFI2 
liga-se a uma fosfotirosina localizada na 
cauda C-terminal de urn receptor. (B) Dm 
modo alternativo de associagao pode ser 
obtido a partir de uma colaboragao entre 
duas proteinas de ligagao, Grb2 e She. 
Grb2 utiliza seus dominios SFi3 para ligar 
Sos e seu dominio SFf2 para ligar-se a uma 
fosfotirosina em She; este ultimo utiliza seu 
proprio dominio SFI2 para ligar uma 
fosfotirosina em urn receptor ativado por 
ligante. (Adaptada de G.M. Cooper, 
Oncogenes, 2nd ed. Boston and London: 
Jones and Bartlett, 1995.) 


Uma vez que um grupo diversificado de proteinas sinalizadoras torna-se atrafdo a receptores 
ativados por ligantes (veja, por exemplo, a Figura 6.9), a rota Sos-Ras representa apenas uma 
das varias cascatas de sinalizagao irradiadas a partir de receptores de fator de crescimento. 


6.5 Uma cascata de cinases forma uma de tres importantes 
rotas de sinaliza^ao downstream de Ras 

As multiplas respostas celulares elicitadas por um fator de crescimento poderiam agora 
ser explicadas pelo fato de que seu receptor cognato (p. ex., o receptor que se liga especi- 
ficamente a ele) e capaz de ativar uma combinagao especiTica de rotas sinalizadoras do¬ 
wnstream. Cada uma dessas rotas pode ser responsavel por induzir, por sua vez, uma ou 
outra das mudangas biologicas que ocorrem apos as celulas serem estimuladas por esse 
fator de crescimento em particular. Alem disso, formas exageradas desta sinalizagao po- 
dem estar facilmente ocorrendo em celulas cancen'genas que passam por contmua esti- 
mulagao por fator de crescimento devido a uma alga de sinalizagao autocrina ou a um 
receptor mutante ativado constitutivamente. 

Entretanto, essa ramificagao de rotas downstream nao explicou como a oncoprotema Ras 
mutante (que representa apenas uma das multiplas rotas downstream dos receptores de fator 
de crescimento) e capaz de evocar uma serie de distintas mudangas nas celulas. Aqui, mais 
uma vez, a bioqui'mica da transdugao de sinal proveu abordagens cn'ticas. Sabemos agora que 
pelo menos tres importantes cascatas de sinalizagao downstream irradiam da protema Ras. 
Suas diversas agoes ajudam a explicar como a oncoprotema Ras causa tantas mudangas no 
comportamento celular. 

A disposigao dessas rotas de sinalizagao downstream foi mapeada a partir de uma combinagao 
da genetica de levedura e da analise bioqui'mica de celulas de mamlferos. Essas abordagens 
mostraram que quando Ras liga GTR um dominio da protema Ras, denominado alga efeto- 
ra, e capaz de interagir fisicamente com varias parceiras de sinalizagao alternativas downstream, 
que sao coletivamente conhecidas como Ras efetoras, ou seja, as proteinas que desempenham 
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o real papel de Ras (Figura 6.13). Cada um desses efetores se liga de forma consideravelmente 
forte a alga efetora da protema Ras na forma ligada a GTP, tendo uma pequena afinidade pela 
alga apresentada pela sua forma ligada a GDP. 

O primeiro de tais efetores de Ras a ser descoberto foi o Raf cinase. Da mesma forma que a 
maioria das protei'nas cinases na celula, Raf fosforila substratos proteicos nos sens resi'duos de 
serina e treonina. Raf cinase ja havia sido revelada como a oncoproteina especificada por um 
retrovirus murino de rapida transformagao, e, de forma homologa, por um retrovirus de 
galinha, muito antes da descoberta de sua associagao com Raf (veja a Tabela 3.3). 

A ativagao de Raf por Ras depende da relocalizagao de Raf no citoplasma. E importante 
lembrar que as proteinas Ras estao sempre ancoradas a uma membrana, geralmente na super- 
ficie interna da membrana plasmatica, a partir de suas caudas hidrofobicas C-terminais. Uma 
vez tendo ligado GTP, Ras ativada atrai e liga-se a Raf via sua alga efetora. Antes dessa asso¬ 
ciagao, Raf encontra-se no citosol; posteriormente, Raf torna-se agarrada a membrana plas¬ 
matica via Ras (ou, em alguns casos, a outra membrana plasmatica). 

A associagao de Raf com Ras parece alterar a configuragao tridimensional da molecula Raf 
cinase. Alem disso, durante o periodo que esta ancorada a Ras, Raf pode tornar-se fosforilada 
por cinases ainda pouco compreendidas, possivelmente incluindo Src. Entao, Raf adquire 
poderes de sinalizagao ativa e prossegue fosforilando e, assim, ativando uma segunda cinase, 
conhecida como MEK (MAPKK). MEK e, na verdade, uma “cinase de dupla especificida- 
de”, ja que ela pode fosforilar tanto residuos de serina/treonina como de tirosina. MEK 
utiliza esses poderes para fosforilar duas outras cinases, as cinases 1 e 2 reguladas por sinal 
extracelulares, comumente referidas como Erkl e Erk2. Uma vez fosforiladas e ativadas, cada 
uma dessas Erks passa a fosforilar substratos que, por sua vez, regulam varios processos celu- 
lares, incluindo a transcrigao. 

Esse tipo de cascata de sinalizagao por cinase tern recebido o nome generico de rota de protei- 
na cinase ativada por mitogeno (MAPK). Na verdade, ha uma serie dessas cascatas de sinali- 


Figura 6.13 A alga efetora Ras A estrutura 
cristalografica da proteina Ras, vista de um 
angulo diferente da Figura 5.31, esta aqui 
apresentada em um diagrama de fitas 
(verde azulado). 0 nucleotideo guanina 
(///as) esta apresentado juntamente com 
seu residue de glicina vizinho, que, ao ser 
trocado por uma valina, causa inativagao 
da atividade GTPase (G12V). A alga efetora 
(amarelo) interage com pelo menos tres 
importantes efetores de Ras downstream. 
Substituigoes de aminoacidos {flechas) 
afetando tres residuos na alga efetora criam 
tres formas alternativas da proteina Ras que 
interagem preferencialmente com PI3 cinase, 
Raf ou Ral-GEF. (Cortesia de R. Latek e A. 
Rangarajan, adaptada de dados em U. 
Krengel et al., Cell 62: 539-548, 1990.) 
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zagao em celulas de mami'fero. Erkl e Erk2 estao localizadas no final da cascata iniciada em 
Raf e sao consideradas MAPKs. A cinase responsavel por fosforilar uma MAPK e generica- 
mente denominada cinase que fosforila a MAPK (MAPKK); no caso da cascata em estudo, 
tal papel e desempenhado por MEK. A cinase responsavel por fosforilar uma MAPKK e, 
portanto, genericamente denominada MAPKKK (Figura 6.14); nesse esquema, Raf esta clas- 
sificada como uma MAPKKK. 

Note que nessas varias cascatas de cinases, a fosforilagao de uma cinase B por uma cinase 
A sempre resulta na ativagao funcional da cinase B. Por exemplo, quando MEK e fosfo- 
rilada por Raf, MEK torna-se ativada como uma cinase emissora de sinal. Tal fosforila¬ 
gao de serina/treonina tern, portanto, uma conseqiiencia muito diferente daquela da 
fosforilagao de residues de tirosina realizada em caudas citoplasmicas de receptores de 
fator de crescimento. As fosfotirosinas nesses receptores atraem parceiras sinalizadoras e 
sao, portanto, responsaveis pela relocalizaqdo de protelnas parceiras; em contraposigao, 
os grupos fosfato ligados a MEK por Raf causam uma alteragao na sua estrutura, resul- 
tando na sua ativagao funcional como uma cinase. 


Figura 6.14 A rota de cinase Ras ^ Raf ^ 
MAP Esta cascata de sinalizagao (preto) e 
uma de uma serie de rotas similarmente 
organizadas em celulas de mamifero que 
tern 0 piano geral MAPKKK -> MAPKK -> 
MAPK. Neste caso em particular, Ras ativa 
a cinase Raf (uma MAPKKK), que passa a 
fosforilar e ativar MEK (uma MAPKK), e 
MEK entao fosforila e ativa Erkl e Erk2 
(MAPKs). Erk2 pode entao fosforilar 
cinases no citoplasma que regulam a 
tradugao, assim como fatores de 
transcrigao no nucleo. 


A rota Ras Raf —^ MEK Erk e apenas uma entre uma serie de cascatas de sinaliza¬ 
gao downstream que sao ativadas por protelnas Ras ligadas a GTR A importancia dessa 
cascata de cinase na transformagao celular esta indicada pelo fato de que, em varios tipos 
celulares, a protelna cinase Raf quando presente na forma mutante, oncogenica, pode 
evocar a maioria dos fenotipos transformantes que sao induzidos pela oncoprotelna Ras. 
Assim, em tais celulas, essa rota Raf e responsavel pela maior parte dos poderes transfor¬ 
mantes das oncoprotelnas Ras. 


Uma vez ativada, uma cinase Erk no final dessa cascata passa a fosforilar substratos citoplas- 
micos e pode tambem translocar-se para o nucleo, onde causa a fosforilagao de fatores de 
transcrigao; alguns dos quais entao iniciam as respostas dos genes de inlcio imediato e tardio. 
Por exemplo, como indicado na Figura 6.14, Erk pode fosforilar diretamente varios fatores 
de transcrigao (Ets, Elk-1 e SAP-1) e, ainda, fosforilar — e, assim, ativar - outras cinases, que 
passam a fosforilar e ativar outros fatores de transcrigao. Ao mesmo tempo, essas cinases 
downstream fosforilam e, portanto, reconfiguram duas protelnas associadas a cromatina (HMG- 
14 e bistona H3); tais modificagoes particulates colocam a cromatina em uma configuragao 
que e mais apropriada para a transcrigao. A cinase Mnkl, um substrato citoplasmico de Erkl 
e Erk2, fosforila e, portanto, ativa a iniciagao da tradugao do fator eIF4E, ajudando assim a 
ativar a maquinaria celular responsavel pela sintese proteica. 














176 / Capitulo 6 O CiRCuiTO DA SiNALizAgAo CitoplAsmica Programa Muitos DOS Traqos de Cancer 


Uma vez que as Erks podem fosforilar os fatores de transcrigao Ets, estes lildmos podem 
entao passar a estimular a expressao de importantes genes reguladores de crescimento, tais 
como aqueles que especificam EGF que se liga a heparina (HB-EGF), ciclina Dl, Eos e 
p 2 iWafi fun^oes dos liltimes tres serao descritas detalhadamente no Capi'tulo 8 .) 

Especialmente importante entre os genes induzidos pela rota Raf MEK Erk esta a 
ativagao dos promotores dos dois genes de im'cio imediato que codificam os fatores de trans- 
cri^ao Eos e Jun. Uma vez sintetizadas, essas duas protemas podem se associar entre si para 
formar AP-1, um fator de transcri^ao heterodimerico bastante atuante que e geralmente 
encontrado na forma hiperativada em celulas cancen'genas. A principal importancia e in- 
fluencia de Eos e Jun esta indicada pelo fato de que cada um foi originalmente identificado 
como um produto de um oncogene associado a retrovirus (Tabela 3.3). 

Essa cascata Ras —> Raf MEK —> Erk contribui de forma importante a certos fenotipos de 
celulas cancen'genas que sao induzidos pelas oncoprotemas Ras. Alem disso, para ativar uma 
serie de genes promotores de crescimento, como descrito anteriormente, essa rota confere 
independencia de ancoragem e perda de inibigao por contato. Ela tambem contribui para a 
profunda mudan 9 a no formato celular que esta associada a transformagao pelo oncogene ras. 

Em certos canceres, a rota de sinalizagao downstream de Raf pode estar fortemente ativada 
sem nenhum envolvimento direto de Ras. Portanto, em 60 a 70% dos melanomas, um pa- 
rente proximo e analogo funcional de Raf chamado B-Raf, e encontrado na forma mutada, 
constitutivamente ativada. Permanece obscuro por que esses melanomas desenvolvem B-Raf 
mutante em vez de Ras mutante para dirigir sua proliferagao. 


6.6 Uma segunda rota downstream de Ras controla lipideos 
inositol e a cinase Akt/PKB 

Um segundo efetor importante downstream da protema Ras permite que a protei'na Ras indu- 
za outras respostas celulares (Eigura 6.15). No contexto de cancer, a mais importante destas e 
uma supressao do programa de apoptose celular (suiddio celular). Esse efeito antiapoptose e 
especialmente cn'tico para celulas cancen'genas, visto que muitas delas estao prontas para 
ativar este programa, uma questao abordada detalhadamente no Capi'tulo 9. 

Estudos anteriores na bioqui'mica da membrana plasmatica sugeriam que seus fosfolipi'deos 
serviam apenas como uma barreira entre os meios aquosos no exterior e no interior celular. A 
bioqui'mica desses fosfolipi'deos mostrou que eles sao anfipaticos - ou seja, eles possuem uma 
cabega hidrofllica, que “gosta” de estar imersa em agua, e uma cauda hidrofobica, que prefere 
ambientes nao-aquosos (Eigura 6.16A). Tal polaridade explica a estrutura de bicamadas lipi'- 
dicas como a membrana plasmatica, em que os grupos hidrofflicos estao voltados e se salien- 
tam para o meio aquoso extracelular e citosolico, enquanto as caudas hidrofobicas estao 
enterradas no meio da membrana, de onde a agua e exclui'da. 

Na decada de 1970, tornou-se aparente que celulas eucarioticas exploram alguns dos fosfoli¬ 
pi'deos associados a membrana por propositos que nao estao relacionados com a manuten^ao 
da estrutura da membrana. Alguns fosfolipi'deos contem, em suas cabegas hidrofflicas, um 
grupo inositol. Inositol e uma molecula de carboidrato soliivel em agua (mais apropriada- 
mente denominado de polialcool). A por^ao inositol de tais fosfolipi'deos pode ser modifica- 
da pela adi^ao de grupos fosfato. O fosfoinositol resultante pode entao ser clivado das alta- 
mente hidrofobicas por 96 es remanescentes de uma molecula de fosfoli'pi'deo. Uma vez que e 
puramente hidrofilico, esse fosfoinositol, chamado IP 3 , pode entao pode difundir-se da mem¬ 
brana (Eigura 6.16B), servindo, assim, como um hormonio intracelular para emitir sinais da 
membrana plasmatica para partes distantes da celula. Tais hormonios intracelulares sao geral¬ 
mente chamados de mensageiros secundarios. O segundo produto dessa clivagem, denomi¬ 
nado DAG (Eigura 6 .I 6 B), pode servir para ativar uma cinase de sinalizagao chave na celula 
- a cinase serina/treonina, conhecida como protema cinase C (PKC). Alternativamente, um 
fosfoinositol fosforilado pode permanecer ligado ao resto do fosfolipi'deo e, portanto, pode 
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permanecer imerso na membrana plasmatica; la, ele pode servir como um ponto de ancora- 
gem no qual certas protemas citosolicas podem tornar-se ligadas. 

Sabemos agora que a por^ao inositol pode ser modificada por varias cinases distintas, 
cada qual mostrando uma especificidade por fosforilar um hidroxil particular do inosi¬ 
tol. Fosfatidilinositiol 3 cinase (PI3K), por exemplo, e responsavel por ligar um grupo 
fosfato ao hidroxil 3’ da por^ao inositol do fosfatidilinositol imerso na membrana (PI). 
Varias cinases PI3 distintas foram descobertas; das quais a mais importante pode ser a 
PI3 que fosforila PI( 4 , 5 )P 2 (tambem chamada PIPj). Antes da modifica^ao por PI3K, 
PIP 2 ja possufa fosfatos ligados aos grupos hidroxil 4’ e 5’ do inositol; apos, este inositol 
adquire outro grupo fosfato, e PIP 2 e convertido em fosfatidilinositol (3’,4’,5’) trifosfato 
(PIP 3 ; veja a Figura 6 .I 6 B) 

Note uma importante diferen^a entre a organiza^ao dessa rota e a cascata Ras Raf —^ 
MEK —> Erie que abordamos na se^ao anterior. No presente caso, uma das cinases cn'ticas 
(PI3K, por exemplo) liga fosfatos a um fosfolipi'deo, em vez de fosforilar um substrato protei- 
co, como outra cinase. 

Encontramos PI3K, brevemente, em um ponto anterior neste capi'tulo (veja a Se 9 ao 6.3). La, 
descrevemos essa atra^ao enzimatica a certos receptores ativados por ligante via grupo SH2 
de sua subunidade reguladora e a conseqiiente fosforila^ao de fosfolipi'deos contendo inositol 
ja presentes na membrana plasmatica. Ras ativada por GTP e tambem capaz de ligar PI3K e, 
portanto, aumentar sua ativa^ao funcional (Figura 6.17). Assim, PI3K pode funcionar como 
um efetor direto downstream de Ras. Da mesma forma que Raf liga Ras, a liga^ao de PI3K a 
Ras faz com que PI3K torne-se intimamente associado a membrana plasmatica, onde sens 
substratos PI estao localizados. 

Uma vez ativado por uma ou ambas associa^oes, PI3K desempenha um papel central em 
uma serie de rotas sinalizadoras (p. ex., veja a Figura 5.7). Evidencia disso e provida pelo fato 
de que essa enzima e ativada por um espectro diversificado de agentes sinalizadores, incluin- 
do PDGF, fator de crescimento de nervo (NGF), fator de crescimento-1 semelhante a insu- 
lina (IGF-1), interleucina 3 e liga 9 ao a matriz extracelular (ECM) realizada por integrinas 
(veja a Se^ao 6.9). 
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Figura 6.15 A rota de PIS cinase Uma segunda rota efetora de Ras PKB e capaz de inativar Bad (suprimindo a apoptose), inativar GSK-3 p, 

{azul) deriva da sua habilidade em associar-se a e ativar PI3K, um antagonista da expressao de proteinas promotoras de crescimento 

formando PIP 3 . Isso leva, por sua vez, a ligagao de moleculas contendo como ciclina D1 e Myc, e pode ativar mTOR (estimulando a sintese 

Phi, como Akt (tambem chamada PKB) e proteinas de troca de proteica e 0 crescimento celular). 

nucleotideo de guanina Rho (Rho-GEFs), a membrana plasmatica. Akt/ 
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A formagao dos grupos de cabe^as de inositol fosforilados do fosfatidilinositol tern pequeno, 
se algum, efeito na estrutura e na fun^ao da membrana plasmatica. (Os fosfolipfdeos inositol 
sao constituintes minoritarios da membrana plasmatica.) Entretanto, um grupo de cabega de 
inositol fosforilado salientando-se da membrana plasmatica pode ser reconhecido e ligado a 
certas protemas que estao geralmente flutuando no citosol. Uma vez ancoradas via um fosfo- 
inositol a membrana plasmatica, tais protelnas estarao adequadamente posicionadas para 
liberar certos tipos de sinais, como veremos a seguir. 

PIP 3 parece ser o mais importante dos grupos de cabegas de inositol fosforilados, cujo inosi¬ 
tol carrega fosfatos nas suas posigoes 3’, 4’ e 5’ (veja a Figura 6 .I 6 B). Muitas das protemas 
citosolicas que sao atrai'das a PIPj tern dommios de homologia a plecstrina (PH) (veja a 
Tabela 6.2) que tern uma forte afmidade por grupo de cabega de inositol triplamente fosfori- 
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Figura 6.16 Bioquimica da bloamada llpldioa (A) Todas as membranas 
celulares sao formadas como bicamadas fosfolipidicas, nas quais os 
grupos de cabegas hidrofilicas (cinza, ovais) salientam-se no solvente 
aquoso sobre e sob a membrana, enquanto as caudas hidrofobicas 
(verde, cinza) estao escondidas no espago nao-aquoso na bicamada 
iipidica. Uma pequena minoria dos grupos de cabegas contem agucares 
inositol (azuf). (B) Fosfatidilinositol (PI) (esquerda) e composto de tres 
partes - dois acidos graxos com longas caudas hidrocarbonadas (verde) 
inseridos na membrana plasmatica, glicerol (cinza) e inositol (azul claro) 
ligado ao glicerol via uma ligagao fosfodiester. PI cinases podem adicionar 


grupos fosfato aos varios hidroxils do inositol, produzindo, por exempio, 0 
PI (4,5)-difosfato (PIPj) apresentado aqui. A clivagem de PIPj pela 
fosfolipase C produz diacilglicerol (DAG), que pode ativar a proteina cinase 
C (PKC); e trifosfato de inositol-1,4,5 (IP 3 ), que induz a liberagao de ions de 
calcio das reservas intracelulares. De maneira alternativa, PIPj pode ser 
posteriormente fosforilado pela PIS cinase (PI3K) para produzir 
fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP 3 ). Uma vez formado, o "grupo de 
cabegas" fosforilado de PIP 3 serve para atrair proteinas carregando 
domlnios PFI, que tornam-se, portanto, ligadas a superficie interna da 
membrana plasmatica. 
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Figura 6.17 Ativagao de PI3K por Ras A 
forte ligagao de Ras {laranja) via seu 
dominio efetor ao dominio de ligagao de 
Ras (RBD, ///as) da PIS cinase permite que 
Ras ajude na ativagao do dominio catalitico 
da PIS cinase (vermelho, amarelo), que 
pode entao passar a fosforilar o fosfolipideo 
PIPj, produzindo PIPg. (Outras formas de 
PISK supostamente tern estruturas muito 
similares ao PISKy aqui apresentado.) (De 
M.E. Pacold ef at, Cell 10S: 931-94S, 2000.) 


lado (Figura 6.18). Teoricamente, a protema contendo dommio PH mais importante e a 
cinase treonina-serina chamada Akt, tambem conhecida como protema cinase B (PKB). (Akt/ 
PKB e outra protema que foi inicialmente descoberta porque e codificada por um oncogene 
associado a retrovirus.) Portanto, apos a formagao de PIP 3 por PI3K, uma molecula de Akt/ 
PKB cinase pode tornar-se ligada, via seu dommio PH, ao grupo de cabega de inositol de 
PIP 3 que salienta-se da membrana plasmatica para o citosol (Figura 6.19). 

Essa associagao de Akt/PKB com a membrana plasmatica (junto com as fosforilagoes de Akt/ 
PKB que se seguem) resulta na ativagao funcional de Akt/PKB como uma cinase. Uma vez 
ativada por tais fosforilagoes, Akt/PKB passa a fosforilar uma serie de substratos proteicos 
que tern multiples efeitos na celula. Os tres principals efeitos biologicos de Akt/PKB nas 
celulas sao ( 1 ) auxiliar na sobrevivencia celular ao reduzir a possibilidade de ativagao do 
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Figura 6.18 Migragao de proteinas 
contendo PFI para PIPg na membrana 
plasmatica Apos a formagao de grupos de 
cabega PIPg pela PIS cinase (Figura 6.16B), 
eles se tornam atrativos sitios de 
ancoragem para proteinas contendo 
dominios PFI. A fosforilagao e 
enderegamento ocorrem dentro de 
segundos apos a ativagao da PIS cinase, 
como revelado por esta micrografia, em 
que uma proteina fluorescente (proteina 
fluorescente verde; GFP) foi fusionada a 
uma proteina contendo um dominio PH. 
Essa proteina hibrida move-se de uma 
difusa distribuigao pelo citoplasma (A) para 
a superficie interna da membrana 
plasmatica (B) um minuto apos 0 fator de 
crescimento epidermal (EGF) ter sido 
adicionado as celulas. Entretanto, se 0 
dominio PH da proteina de fusao e 
inafivado (C), a adigao de EGE nao tern 
efeito algum na sua disfribuigao intracelular 
(D). (De K. Venkateswarlu et at, J. Cell Scl. 
112: 1957-1965, 1999.) 
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Figura 6.19 Ancoragem dos dominios PFI a 
PIP 3 (A) A formagao de PIP 3 (veja a Figura 
6.16B) por PI3K cria urn sitio de ancoragem 
para proteinas citoplasmicas que portam 
dominios PH (homologia a plecstrina). 0 mais 
importante desses e a Akt/PKB cinase 
(marrom). Uma vez ancorada na superficie 
interna da membrana plasmatica via seu 
dominio PH, Akt/PKB torna-se duplamente 
fosforiiada por duas outras cinases (PDK1, 
PDK2) e, portanto, ativada (direita inferior). 
(Evidencias recentes identificaram 0 
anteriormente pouco caracterizado PDK2 
como mTOR, a ser discutido no Capitulo 16.) 
Akt/PKB passa entao a fosforilar uma 
variedade de substrates que regulam 
proliferagao, sobrevivencia e tamanho celular. 
Entretanto, se PTEN estiver tambem presente 
e ativo, ele defosforila PIP 3 , convertendo-o em 
PIPj, dessa forma deprivando Akt/PKB de urn 
sitio de ancoragem na membrana plasmatica. 
(B) As dinamicas dessa interagao podem ser 
observadas em camundongos geneticamente 
alterados tendo urn genotipo Pten+f-. Celulas 
epiteliais uterinas nesses camundongos 
geralmente perdem 0 alelo tipo selvagem Ren 
remanescente, produzindo celulas Ren+, que 
formam hiperplasias e cistos localizados. 
Quando imunocoradas com anti-soro anti- 
PTEN, as celulas epiteliais na direita perderam 
a expressao de PTEN e tornaram-se 
fisicamente maiores, indicando os efeitos da 
rota PIP 3 no tamanho celular. (C) Quando as 
mesmas lesoes sao coradas com urn 
anticorpo anti-fosfo-Akt/PKB (que detecta Akt/ 
PKB ativada), as celulas na direita apresentam 
alta atividade P-Akt, enquanto aquelas na 
esquerda apresentam uma atividade muito 
baixa. (B e C, de K. Podsypanina et al.. Roc. 
Natl. Acad. Sc;. USA 98: 10320-10325, 2001.) 


programa de suicfdio apoptotico celular; (2) estimular a proliferagao celular; (3) estimular o 
crescimento celular, no sentido mais estrito do termo, ou seja, estimulando aumentos no 
tamanho celular (veja a Figura 6.19B). Alem disso, ele tambem exerce uma influencia, ainda 
mal compreendida, na motilidade celular. 

A ativagao de PI3K e, portanto, de Akt/PKB, esta sob um controle extremamente n'gido. Em 
uma celula quiescente, sem crescimento, carecendo de estimulagao por fator de crescimento, 
os niveis intracelulares de PIPj sao extremamente baixos. Quando essas celulas deparam-se 
com mitogenos, os niveis de PIP 3 aumentam rapidamente nelas. Os niveis normalmente 
baixos de PIP 3 e outras moleculas PI fosforiladas sao o trabalho de uma serie de fosfatases que 
revertem as agoes das cinases ativadoras como PI3K. A mais bem-caracterizada dessas fosfa¬ 
tases, PTEN, remove o grupo fosfato 3’ de PIP 3 que estava previamente ligado por PI3K 
(veja a Figura 6.19). Essa remogao sugere dois distintos mecanismos pelos quais a rota de 
sinalizagao Akt/PKB pode se tornar desregulada em celulas cancerlgenas — hiperatividade de 
PI3K ou inatividade de PTEN. 

O portfolio da diversidade de fungoes biologicas desginado por Akt/PKB requer que essa 
cinase seja capaz de fosforilar uma variedade de substrates, cada um envolvido em uma 
rota distinta de sinalizagao downstream (Tabela 6.3). A primeira dessas fungoes — facili- 
tando a sobrevivencia celular — depende da habilidade de Akt/PKB em suprimir qual- 
quer tendencia que a celula tenha de ativar seu proprio programa intrlnsico de suicldio 
apoptotico. Deferiremos uma discussao detalhada sobre apoptose ate o Capitulo 9. Por 
enquanto, e suficiente dizer que a fosforilagao por Akt/PKB resulta na inibigao de uma 
serie de proteinas que desempenham papeis proeminentes, favorecendo a entrada de 
uma celula em apoptose. 

As fungoes proliferativas de Akt/PKB dependem da sua habilidade em perturbar proteinas 
que sao importantes para regular o avango de uma celula a partir do seu ciclo de crescimento 
e divisao, geralmente chamado de ciclo celular. Aprenderemos mais sobre esse complexo 
programa no Capitulo 8 . 
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Independentemente desses efeitos na prolifera^ao, Akt/PKB e capaz de induzir modifica^oes 
drasticas nas protemas que controlam a taxa de smtese proteica na celula. Akt/PKB fosforila 
e inativa uma protei'na denominada TSC2, que age a partir de intermediarios para desenca- 
dear a inativa^ao da mTOR cinase; esta entao fosforila e inativa 4E-BP, urn potente inibidor 
da tradu^ao e, ao mesmo tempo, fosforila e, portanto, ativa a p70S6 cinase, um ativador da 
tradu 9 ao. Tais alterafoes permitem que Akt/PKB aumente a eficiencia com a qual a tra- 
du 9 ao de uma classe de mRNAs e iniciada; a elevada taxa de smtese proteica resultante 
favorece o acumulo de muitas protemas celulares e e manifestada no crescimento das 
cdulas (em vez de na prolifera^ao). (Retornaremos a organiza^ao detalhada dessa rota na 
Se^ao 16.15). Uma ilustra^ao dos poderes de indu 9 ao de crescimento de Akt/PKB e 
provida por camundongos transgenicos que expressam um Akt/PKB mutante, constitu- 
tivamente ativa, em celulas [3 do pancreas (Figura 6.20); nesses camundongos, tais celu- 
las crescem ate um tamanho maior que duas vezes a area de corte transversal de uma 
celula P normal (e quase quatro vezes o volume)! 

Ha evidencias de que outras protemas citoplasmicas utilizam seus dominios PH para se 
associar a PIP 3 , e que tal associa^ao tambem favorece sua ativa^ao funcional. Entre as 
protemas celulares carregando PH esta um grupo de fatores de troca de nucleotfdeos de 
guanina (GEFs) que funcionam de forma analoga a Sos, sendo responsaveis por ativar 
uma serie de pequenas GTPases que sao parentes distantes das protemas Ras. Essas ou¬ 
tras GTPases pertencem a fami'lia Rho de protemas sinalizadoras, que inclui a propria 
Rho e seus dois primos, Rac e Cdc42. Da mesma forma que Ras, essas protelnas Rho 
operam como interruptores binaries, alternando entre um estado de sinaliza 9 ao ativo 
ligado a GTP e um estado inativo ligado a GDP (veja a Barra lateral 6.4). As Rho-GEFs, 
uma vez ativadas pela liga^ao a PIP 3 , agem em protemas Rho da mesma forma que Sos 
age em Ras. Em particular, as Rho-GEFs induzem protemas Rho a descartar seus GDPs 
ligados, permitindo que GTP se ligue e ative as Rhos. 

Uma vez ativadas dessa forma, essas protemas semelhantes a Rho (Rac e Cdc42) tern 
fun^oes que diferem consideravelmente daquelas de Ras: elas participam da reconfigura- 
9 ao da estrutura do citoesqueleto e das liga^oes que a celula faz com seus arredores fi'si- 


Tabela 6.3 Efeitos de Akt/PKB na sobrevivencia, proliferagao e crescimento ceiuiar 


Efeito biologico 

Substrate de Akt/PKB 

Conseqiiencia funcional 

Antiapoptotico 

Bad (pro-apoptotico)® 

inibigao 


caspase-9 (pro-apoptotico)'’ 

inibigao 


IkB cinase (antiapoptotico)'^ 

ativagao 


TF F0X01 (pro-apoptotico)'' 

inibigao 


I\/Idm2 (antiapoptotico)® 

ativagao 

Proliferative 

GSK-3P (antiproliferative)' 

inibigao 


F0X04 (antiproliferativo)9 

inibigao 


p 2 idipi (antiproliferative)'' 

inibigao 

Crescimento 

Tsc2 (anticrescimento)' 

inibigao 


“Bad e um antagonista de Bcl-X; ambos sao membros da familia Bcl-2 de proteinas que controlam poros na 
membrana mitocondrial (Segao 9.13). 

^Caspase-9 e um componente da cascata de protease que atua no programa apoptbtico (Segao 9.13). 

“IkB cinase, geralmente indicada como IKK, e fosforilada e ativada por Akt/PKB (Segao 6.12). 

'ipostorilagao do TF forkhead (F0X01, previamente denominado FKFIR) previne sua translocagao nuclear e 
subsequente ativagao de genes prd-apoptoticos. 

“Mdm2, uma vez fosforilado por Akt/PKB, e ativado e passa a desencadear a destruigao de p53 (Segao 9.7). 
'Akt/PKB fosforila e inativa a glicogenio sintase cinase-3p (GSK-3P), que e normalmente responsavel por fosforilar 
ciclina D1 (Segao 8.5), causando sua degradagao. 

0FOXO4 (formalmente conhecida como AFX) induz a expressao do gene do inibidor de CDK pS/i^'P' (Segao 8.4) 
e de alguns genes pro-apoptoticos; uma vez fosforilado por Akt/PKB, F0X04 e exportado do nucleo. 
hp 2 icipi ^ um inibidor de CDK como p27'<'P' (Segao 8.4). A fosforilagao por Akt/PKB causa sua saida do nucleo. 
Uma vez no citoplasma, 0 p27'^'P' fosforilado resultante foi reportado por atuar como um inibidor de oaspase, 
dessa forma adquirindo fungoes antiapoptoticas (Segao 9.13). 

'A fosforilagao de Tsc2 por Akt/PKB causa a dissociagao do complexo Tsc1/Fsc2, permitindo a ativagao de mTOR, 
que passa a ativar a sintese proteica (Segao 16.15). 
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Figura 6.20 Akt/PKB e o controle do 
cresoimento celular As celulas endocrinas 
P nas ilhas pancreaticas sao normalmente 
responsaveis por secretar insulina em 
resposta a elevadas concentragoes de 
glicose no sangue. (A) Uma micrografia de 
uma ilha pancreatica normal. (B) Se uma 
cinase Akt/PKB constitutivamente ativa e 
seletivamente expressa em ilhotas 
celulares, elas crescem ate volumes quatro 
vezes maiores do que o normal. (De R.L. 
Tuttle et al., Nat Med. 7: 1133-1137, 2001.) 


cos. Sendo assim, elas controlam o formato e a modlidade celular e, no caso de celulas 
cancen'genas, a invasividade. Por exemplo, Cdc42 esta envolvida na reorganizagao do 
citoesqueleto de actina da celula, assim como no controle dos filopodios, pequenas ex- 
tensoes semelhante a dedos a partir da membrana plasmatica que a celula utiliza para 
explorar seu ambiente; enquanto Rac esta envolvida na formagao de lamelipodios, on- 
das amplas que se estendem da membrana plasmatica, que sao encontrados nas bordas 
frontais de celulas moveis. Visto que tais processes estao intimamente ligados aos passes 
de invasao celular tumoral e metastase, discutiremos mais sobre essas protemas seme- 
Ihantes a Rho e seus mecanismos de agao ate o Capitulo 14. 


A rota envolvendo metabolites PI e Akt/PKB e desregulada em uma serie de tipos celulares 
de cancer humano a partir de modificagoes que em geral sao bastante independentes da agao 
da oncoprotei'na Ras (Tabela 6.4). Em alguns carcinomas de ovario, uma forma de PI3K e 
superexpressa e, presumivelmente, bastante ativa. Em outros tumores, como linfomas, can- 
ceres de cabega e pescogo e carcinomas de colon, a enzima Akt/PKB e superexpressa e, presu¬ 
mivelmente, hiperativada. 


Barra lateral 6.4 Ras e o prototipo de uma grande familia de protei- 
nas similares Ras e apenas uma de uma grande fami'lia de 35 protei'nas 
similarmente estruturadas, que, juntas, sao chamadas de “pequenas pro¬ 
tei'nas G”, para distingui-las da outra classe de protemas maiores, as 
quais ligam nucleon'deo guaninas heterotrimericas e sao ativadas pela 
associagao com receptores de superfleie celular que transpassam sete 
vezes a membrana (serpentina) (veja a Figura 5.25). A maior parte des- 
sas pequenas proteinas G tern recebido nomes de tres letras, cada uma 
derivada, de alguma forma, das protemas Ras inicialmente nomeadas e 
descobertas - por exemplo, Ral, Rac, Ran, Rho, etc. (A protelna Cdc42 
e um membro da fami'lia Rho que manteve seu proprio nome devido 
ao seu descobrimento inicial a partir da genetica de levedura.) 

Muito dessa similaridade sequencial compartilhada entre essas 
diversas protemas e encontrado nas cavidades que ligam e hidroli- 
sam nucleoti'deos guanina. Cada uma dessas pequenas protei'nas G 


opera da mesma forma que Ras, como um interruptor binario, uti- 
lizando um ciclo GTP-GDP-GTP para alternar entre um estado 
ligado e desligado. Assim como Ras, cada uma dessas protemas tern 
seus proprios fatores de troca de nucleoti'deos de guanina (GEFs) 
para ativa-las (por promover a reposigao de GDP por GTP) e suas 
proprias protemas ativadoras de GTPases (GAPs) para desencadear 
sua atividade GTPase. 

Cada uma dessas pequenas protemas G foi adaptada para controlar 
um processo fisiologico e bioqui'mico celular distinto, incluindo regu- 
lagao da estrutura do citoesqueleto e apoptose. Uma e ate mesmo utili- 
zada para regular o transporte de protemas atraves de poros na mem¬ 
brana nuclear. A linica caracteristica compartilhada comumente por 
esses diversos processos biologicos celulares e a necessidade de ser regu- 
lado por algum tipo de mecanismo de troca binario - uma operagao 
para a qual pequenas protemas G sao idealmente adequadas. 
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Tabela 6.4 Alteragao da rota PI3K em tumores humanos 


Tipo de cancer 

Tipo de alteragao 

Glioblastoma (25-50%) 

Mutagao PTEN 

Carcinoma de ovario 

Mutagao PTEN\ amplificagao AKT2\ amplificagao PI3K] 
mutagao PI3K p85a 

Carcinoma de mama 

Atividade Aktl aumentada; amplificagao AKT2-, 
mutagao PTEN 

Carcinoma endometrial (35%) 

Mutagao PTEN-, metilagao PTEN^ 

Carcinoma hepatocelular 

Mutagao PTEN 

Melanoma 

Mutagao PTEN] metilagao PTEN^ 

Carcinoma pulmonar 

Mutagao PTEN 

Carcinoma de celula renal 

Mutagao PTEN 

Carcinoma de tireoide 

Mutagao PTEN] superexpressao de Akt/PKB 

Linfoide 

Mutagao PTEN 

Carcinoma de prostata (40-50%) 

Mutagao PTEN 

Carcinoma de colon (> 30%) 

Superexpressao de Akt/PKB; mutagao PI3K 


=>Metilagao refere-se a repressao da transcrigao de um gene a partir da metilagao de citidinas em seu premotor; 
veja a Segao 7.8. 

Adaptada de I. Vivanco e C.L. Sawyers, Nat. Ver. Cancer 2: 489-501, 2002. 


PI3K e hiperativada em quase um ter^o dos carcinomas de colon humano devido a mu- 
ta 96 es que afetam sua subunidade regulatoria, chamada pi 10a. Entretanto, a perda da 
fun^ao de PTEN e consideravelmente mais responsavel pela atividade desregulada de 
Akt/PKB, sendo observada em muitos tipos de celulas cancen'genas humanas (veja a 
Tabela 6.4). Em uma serie de distintos tipos tumorais, incluindo carcinomas de mama e 
prostata, assim como glioblastomas, a atividade de PTEN e perdida devido a muta^oes 
no gene cromossomal ou eventos de metila 9 ao do DNA que suprimem a expressao do 
gene PTEN. A atividade de PTEN e perdida em 30 a 40% de todos os canceres huma¬ 
nos. O resultante acumulo de altos mVeis de PIP 3 fosforilado resulta nas conseqiiencias 
downstream anteriormente enumeradas. Esse comportamento de PTEN de suprimir a 
prolifera^ao celular indica que ele funciona como um gene supressor de tumor, um topi- 
co que exploraremos no Capi'tulo 7. 

6.7 Uma terceira rota regulada por Ras age a partir de Ral, 
uma prima distante de Ras 

A terceira das tres principais rotas efetoras downstream de Ras envolve um par de protei'nas 
semelhantes a Ras chamadas Ral-A e Ral-B, que compartilham 58% de identidade de se- 
qiiencia com Ras (veja a Barra lateral 6.4). Da mesma forma que para Ras, a ativa^ao funcio- 
nal dessas protei'nas Ral envolve a troca de GDP ligado por GTE 

A comunica 9 ao entre Ras e Ral e mediada por fatores de troca de nucleoti'deos de guani- 
na Ral (GEFs), os quais podem estimular uma protei'na Ral a liberar seu GDP e ligar 
GTE refletindo, assim, os efeitos de Sos em Ras. Alem do seu domi'nio GEE, cada Ral- 
GEF tern um bolso que pode ligar Ras ativada. Essa associa^ao com Ras tern duas conse- 
qiiencias para Ral-GEF: Ras causa o posicionamento dos Ral-GEFs perto da superfi'cie 
interna da membrana plasmatica. Alem disso, a liga 9 ao de Ras parece causar uma modi- 
fica^ao conformacional em Ral-GEFs que ativa suas atividades de fator de troca de nu- 
cleoti'deo de guanina intn'nseca. 

A resultante ativag;ao das protei'nas Ral-A e Ral-B Ihes permite regular alvos downstream no 
circuito de sinalizag;ao (Figura 6.21). For exemplo, a rota Ral pode inativar duas das protelnas 
Rho citadas na ultima se^ao — Cdc42 e Rac. Rac pode tambem emitir sinais mitogenicos e, 
por estimular a produgao de especies reativas de oxigenio, antagoniza as a^oes de uma serie de 
protei'nas Rho. Apesar de ainda serem pouco compreendidas, as protei'nas Ral provavelmente 
desempenham papeis-chave na motilidade que possibilita as celulas cancen'genas invadir e 
fazer metastases. 
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A descri^ao funcional de Ras como uma oncoprotema de agio pleiotropica pode agora ser 
explicada em ni'vel bioqui'mico pelas agoes de tres cascatas de sinalizagao downstream que 
irradiam de Ras. Seria favoravel se cada um dos fenotipos que associamos a agio da oncopro¬ 
tema Ras (p. ex., independencia de ancoragem, sobrevivencia, proliferaglo, taxa biossinteti- 
ca, etc.) pudesse ser especificamente associado as agoes de um de tres efetores de Ras. Na 
verdade, as coisas slo um pouco mais complicadas: a maioria dos fenotipos induzidos por 
Ras parece ser resultante da agio colaborativa de uma serie desses fatores. 

Existem ainda duas outras dimensoes de complexidade. Primeiramente, tratamos de Ras 
como sendo uma unica protema, mas existem indicagoes de que as quatro proteinas Ras 
(uma especie H-Ras, uma N-Ras e duas K-Ras) agem de formas diferentes em localizagoes 
citoplasmaticas distintas. Alem disso, nossa lista de tres efetores de Ras (Raf, PI3K e Ral- 
GEF) e dificilmente completa. Esta claro que Ras pode interagir com uma serie de outros 
efetores ainda pouco caracterizados que Ihe permitem induzir outras modificagoes na celula. 

Em qualquer organizaglo hierarquica, aqueles indivfduos proximos ao topo exercem um 
poder e influencia muito maiores do que os que estio mais abaixo. Ao ativar miiltiplas 
rotas de controle concomitantemente, uma oncoprotema Ras (ou um sinal estimulatorio 
emitido por um de seus controladores upstream) induz muitas das modificagoes fenotfpi- 
cas adquiridas por uma celula durante o curso da transformaglo neoplasica. Em contra- 
posiglo, a desregulaglo de uma ou outra das rotas downstream de Ras confere apenas 
uma fraglo dessas modificagoes fenotipicas e, portanto, produz muito menos vantagens 
de crescimento para o que seria uma celula cancen'gena. Esse fato esta bem ilustrado 
pelos alelos mutantes do gene que codifica a B-Raf cinase, o primo proximo de Raf, 
anteriormente citado, que tambem e ativado pela interagio com Ras. As referidas muta- 
goes, que slo encontradas em muitos melanomas humanos, criam alelos BRAF oncoge- 
nicos que tern poderes transformantes 50 vezes menores que os da oncoprotema Ras 
ativada com a substituiglo de glicina por valina. Presumivelmente, componentes sinali- 
zadores localizados downstream, quando alterados por mutaglo, conferem menos benefi- 
cios ainda (ou seja, vantagem seletiva) em celulas pre-neoplasticas em desenvolvimento 
e, portanto, slo raramente encontrados nos genomas de celulas tumorais humanas. 


Figura 6.21 Ral e o controle do citoesqueleto 
A interagao de Ras com Ral-GEF {vermelho) 
permite que este ultimo ative as proteinas 
Ral-A e Ral-B. As proteinas Ral ligadas a 
GTP resultantes passam a ativar uma serie 
de rotas downstream: proeminente entre 
elas estao aquelas que ativam Cdc42 e 
Rac, que, por sua vez, possibilitam a 
motilidade celular a partir de seus efeitos 
no citoesqueleto de actina. 


6.8 A rota Jak-STAT permite que sinais sejam transmitidos da 
membrana plasmatica diretamente para o nucleo 


Como foi mencionado na Seglo 5.7, o estudo de uma serie de receptores para citocinas 
- fatores de crescimento que estimulam componentes do sistema hematopoietico - tern 
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revelado moleculas receptoras que sao construi'das de forma um pouco diferente da maioria 
dos receptores de fator de crescimento que foram discutidos no capi'tulo anterior. Essas 
protemas receptoras em particular nao portam dommios tirosina cinase covalentemente 
associados; em vez disso, formam complexes nao-covalentes com tirosinas cinases da 
classe Janus cinase (Jak) (Figura 6.22). Inclui'do entre tais complexes estao os receptores 
para interferon (INF), eritropoietina (EPO) e trombopoietina (TPO). Interferon e um 
importante mediador da fun^ao de celulas imunes, como aprenderemos no Capi'tulo 15; 
as outras duas controlam eritropoiese (forma^ao de celulas vermelhas) e trombopoiese 
(forma^ao de plaquetas), respectivamente. 

Seguindo a dimeriza 9 ao mediada pela liga^ao do receptor, a enzima Jak associada a cada 
molecula receptora fosforila tirosinas nas caudas citoplasmaticas de moleculas receptoras par- 
ceiras, de forma muito semelhante a transfcsforila^ao que ocorre apos a ativa 9 ao por liga^ao 
de receptores como EGF-R e PDGF-R. As fosfotirosinas resultantes atraem e sao ligadas por 
fatores de transcri^ao contendo SH2 chamados transdutores de sinal e ativadores de transcri- 
9 ao (STATs). Uma vez associados aos receptores, esses STATs tornam-se fosforilados pelas 
Jaks. Isso cria moleculas STAT individuals que possuem tanto grupos SH2 como fosfotirosi¬ 
nas. E importante salientar que os grupos SH2 apresentados pelos STATs tern uma especifi- 
cidade por ligar-se a residues de fosfotirosina que foram recem-sintetizados nos STATs. Con- 
seqiientemente, formam-se dimeros STAT-STAT, em que cada STAT utiliza seu grupo SH2 
para ligar-se as fosfotirosinas de seu parceiro. Os STATs dimerizados resultantes migram para 
o micleo, onde agem como fatores de transcri 9 ao (veja a Figura 6.22). 

Os STATs ativam genes-alvo que sao importantes para a prolifera 9 ao e sobrevivencia celular. 
Incluldo entre os genes de prolifera 9 ao e sobrevivencia estao os myc, genes que especificam 
ciclinas D2 e D3 (que permitem que celulas avancem por seus ciclos de crescimento e divi- 
sao), e os genes que codificam a protelna fortemente antiapoptotica Bcl-Xj^. Alem de fosfori- 
lar STATs, as Jaks podem fosforilar substratos que ativam outras rotas mitogenicas, incluindo 
a rota Ras-MAPK descrita anteriormente. 

Evidencias conectando STATs com patogenese de cancer estao rapidamente sendo acu- 
muladas. Talvez a indica 9 ao mais dramatica da contribui 9 ao de STATs para o desenvol- 
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Figura 6.22 A rota Jak-STAT A rota Jak- 
STAT depende das agdes de Jak tirosina 
cinases (Jaki, Tyk2, por exempio), que 
estao nao-covaientemente ligadas a uma 
serie de receptores de tirosina, incluindo 
aqueles para INFs, EPO e TPO. Quando um 
ligante ativa um receptor via dimerizagao, 
os Jaks (neste caso, Jaki e Tyk2) 
transfosforilam um ao outro, assim como as 
caudas C-terminais dos receptores. As 
fosfotirosinas resultantes atraem proteinas 
STAT como STAT1 e STAT2, aqui 
apresentadas, que se ligam via seus 
domfnios SFI2 e tornam-se fosforiladas pelas 
Jaks. Em seguida, os STATs dimerizam-se, 
cada um utilizando seu dominio SFi2 para 
ligar-se a fosfotirosina de seu parceiro, e 
entao translocar-se para o nucleo, onde 
operam como fatores de transcrigao para 
ativar a expressao de genes-chave, como o 
gene que codifica um interferon. 
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Figura 6.23 Ativagao constitutiva de Stat3 
(A) As proteinas Stat3 normalmente 
dimerizam a partir de suas regioes 
C-terminais para formar fatores de 
transcrigao dimericos que circundam o 
DNA dupla-fita {estrutura circular cinza, no 
meio). (B) 0 uso de mutagenese sitio 
dirigida permitiu a insergao de dois 
residues de cisteina no dominio C-terminal 
que levaram a dimerizagao covalente de tal 
dominio. A estrutura detalhada da regiao 
C-terminal observada em azu! esverdeado 
no painel A {caixa de linha tracejada) esta 
apresentada em mais detaihe aqui. A 
ligagao de dissulfeto que liga os dois 
monomeros esta apresentada em amarelo 
e verde no meio da parte superior desta 
imagem (circulo tracejado). (De J. 

Bromberg et al., Cell 98: 295-303, 1999.) 


vimento de cancer tenha vindo da reengenharia da protema Stat3 a partir da introdugao 
de um par de residues de cisteina, que causa a dimerizagao espontanea do mutante Stat3 
resultante, formando estaveis ligagoes covalentes dissulfeto. Esses dimeros Stat3 estabili- 
zados sao mimicas estruturais e funcionais dos dimeros que em geral sao formados quan- 
do Stat3 e fosforilada por Jaks. Essa proteina mutante Stat3 e agora constitutivamente 
ativa como um fator de transcrigao nuclear e pode funcionar como uma oncoproteina 
que e capaz de transformar NIH 3T3 e outras celulas imortalizadas de camundongo a 
um estado tumorogenico (Figura 6.23). 

Stat3 e tambem conbecida por ser constitutivamente ativada em uma serie de canceres 
humanos. Por exemplo, em muitos melanomas, sua ativagao e aparentemente atribuida a 
Sre, que tambem e constitutivamente ativa nessas celulas cancerigenas; de fato, pelo 
menos quatro outros primes de Sre, todos nao-receptores de tirosina cinase, tambem 
podem fosforilar e, portanto, ativar Stat3. Isso destaca o fato de que STATs podem ser 
ativados no citoplasma por tirosinas cinases diferentes das Jaks associadas a receptores. 
No caso de celulas de melanomas, a inibigao de Sre, que leva a desativagao de Stat3, 
desencadeia apoptose, apontando para a importance contribuigao de Stat3 em garantir a 
sobrevivencia dessas celulas cancerigenas. 

Na maioria das celulas de cancer de mama, Stat3 e constitutivamente ativada; em algu- 
mas delas, Stat3 e fosforilada por Sre e Jaks agindo em colaboragao. Como no caso de 
celulas de melanoma, a reversao da ativagao de Stat3 nas celulas de cancer de mama leva 
a inibigao de crescimento e apoptose. Em quase todos os canceres de cabega e pescogo, 
Stat3 e tambem constitutivamente ativada, possivelmente a partir das agoes do receptor 
de EGE Assim, essas varias evidencias convergem para a nogao de que STATs represen- 
tam importances mediadores de transformagao em uma variedade de tipos celulares de 
cancer humano. 


6.9 Receptores de adesao celular emitem sinais que convergem 
com aqueles liberados por receptores de fator de crescimento 

No ultimo capitulo, lemos que celulas monitoram continuamente suas ligagoes a componen- 
tes da matriz extracelular (ECM). A bem-sucedida ligagao a moleculas que formam ECM, 
alcangada via integrinas, causa a liberagao de sinais de sobrevivencia para o citoplasma que 
diminuem a probabilidade de uma celula entrar em apoptose. Ao mesmo tempo, a ativagao 
de integrinas, provocada por sinais gerados dentro da celula, pode promover motilidade celu¬ 
lar por estimular moleculas de integrina localizadas em sitios especificos a membrana plasma- 
tica para forjar novas ligagoes com a ECM. Como conseqiiencia, integrinas apresentam as 
tres fungoes de (1) ligar fisicamente as celulas a ECM, (2) informar as celulas se a ligagao a 
certos componentes da ECM foi ou nao realizada e (3) facilitar a motilidade ao fazer e desfa- 
zer contatos com a ECM. 

Como foi descrito no capitulo anterior, integrinas podem se concentrar e formar liga¬ 
goes miiltiplas com ECM em areas pequenas e localizadas chamadas adesoes focais (veja a 
Figura 5.28A). Tal agrupamento provoca a ativagao da cinase de adesao focal (FAK), 
uma tirosina cinase nao-receptora, como Sre, que esta associada as caudas citoplasmati- 
cas das subunidades [3 de certas moleculas de integrina e torna-se fosforilada, presumi- 
velmente por transfosforilagao, apos a congregagao de integrinas nessas adesoes focais. 
Um dos residuos de fosfotirosina resultantes em FAK prove um sitio de ancoragem para 
moleculas de Sre (Figura 6.24A). Sre entao passa a fosforilar tirosinas adicionais em 
FAK, e as fosfotirosinas resultantes servem como sitios de ancoragem para outras mole¬ 
culas sinalizadoras contendo SH2, incluindo Grb2, She, PI3K e PLC-y. Ha tambem 
evidencias de que Grb2, uma vez ligado a FAK tirosina fosforilada, pode recrutar Sos 
para esse complexo. Este complexo passa a ativar sens alvos normais downstream, in¬ 
cluindo Ras e PI3K. De fato, a complexidade total da sinalizagao downstream de integri¬ 
nas ainda aguarda resolugao (Figura 6.24B). 








Receptores de adesAo celular emitem sinais / 187 



Figura 6.24 Sinalizagao de integrinas (A) As 
integrinas sao formadas como 
heterodimeros a + p. Alem de ligar 
fisicamente o citoesqueleto a matriz 
extracelular (veja a Figura 5.28B), a ligagao 
pelo ectodominio do heterodimero a 
componentes da ECM desencadeia a 
associagao de uma serie de proteinas 
transdutoras de sinal citoplasmicas, como 
FAK (rasa), ao dominio citoplasmico da 
subunidade p. As transfosforilagoes 
resultantes e a atragao de moleculas 
sinalizadoras contendo SFI2 liberam sinais 
que ativam muitas das mesmas rotas que 
sao ativadas por receptores de fator de 
crescimento ativados por ligante. (B) Como 
esta indicado aqui, as moleculas 
apresentadas no painel A representam 
apenas parte de uma complexa colegao de 
moleculas transdutoras de sinal ainda mal 
compreendida que torna-se fisicamente 
associada aos dominios citoplasmicos de 
varies subunidades p de integrina apos a 
ligagao de ECM. (Adaptada de C. Miranti e 
Brugge, Nat. Cell Biol. 4: E83-E90, 2002.) 
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Figura 6.25 Anoikis e morfogenese Anoikis serve, durante a morfogenese, para 
escavar lumens (canals) no centro de agregados cilindricos celulares, criando, 
assim, ductos ocos. Quando colocadas em cultura suspensa, celulas epiteliais 
mamarias (MFCs) humanas formam agrupamentos globulares - acinos os 
quais imitam, mesmo que superficialmente, as estruturas de ductos de 
glandules mamarias. (A) Urn acino e visto aqui em code transversal circundado 
por uma camada de membrane basal (uma forma de matriz extracelular) 
contendo lamlnlna-5 {vermelho) que as celulas sintetizaram. As celulas que 
conseguem se llgar a essa membrane basal via suas Integrinas sao saudavels 
e tern nucleo grande (azul), enquanto aquelas que sao desprovidas da llgagao 
direta a essa membrane basal sao submetidas a anoikis, resultando na 
formagao de uma protelna (caspase-3 ativada; verde) que e Indicative de 
apoptose ativa; essas celulas centrals tambem exibem nucleos fragmentados 
(azui), outro sinal de apoptose. A perda dessas celulas produzira urn lumen 
nesse acino. (B) Em urn passo primarlo do desenvolvimento de cancer 
mamarlo, anoikis normal e a escavagao resultante do lumen de urn ducto 
mamarlo podem ser prevenidos pelas agoes de certas proteinas 
antlapoptoticas. Neste case, a expressao da protelna Bcl-X|_ antlapoptotica em 
MFCs resultou na supressao de apoptose e, portanto, no preenchimento do 
lumen, ecoando o aparecimento de certas hiperplaslas ductals e carcinomas in 
situ geralmente observados nos primelros passes do desenvolvimento de 
cancer mamarlo. (Cortesla de J. Debnath e J. Brugge.) 


As evidencias acumuladas sugerem uma rota que possui, ao menos, os seguintes compo- 
nentes: 


ECM integrinas —^ Sos Ras —^ Erk 

Os paralelos entre sinalizagao por integrinas e tirosinas cinases sao evidentes: receptores 
de tirosina cinase ligam ligantes de fatores de crescimento no espago extracelular, en¬ 
quanto integrinas ligam componentes da matriz extracelular como ligantes. Uma vez 
ativadas, essas duas classes de sensores ativam muitas das mesmas cascatas transdutoras 
de sinal downstream. Alem disso, algumas integrinas co-localizam-se com certos recepto¬ 
res de tirosina cinase; essa associagao parece ser necessaria para a ativagao dos dois tipos 
de receptores. 


Essa convergencia de rotas sinalizadoras parece explicar um dos importantes efeitos biologi- 
co-celulares da oncoprotei'na Ras - sua habilidade em capacitar celulas a crescer de forma 
independence de ancoragem. Parece que celulas normalmente dependem da sinalizagao de 
integrinas para prover uma medida de ativagao da protei'na Ras normal. Na ausencia dessa 
sinalizagao, as celulas passam a “acreditar” que falharam em associar-se com a matriz extrace¬ 
lular. Isso pode bloquear o avango das celulas a partir de seus ciclos de crescimento e divisao 
ou, mais drasticamente, pode desencadear a entrada de celulas para a forma de morte celular 
programada denominada anoikis, que e desencadeada quando as celulas perdem sua ligagao a 
substrates solidos. O ato de evitar tal anoikis parece representar um dos primeiros passes na 
iniciagao de canceres de mama (Figura 6.25). 


Essas diversas observagoes sugerem que Ras oncogenica promove proliferagao indepen¬ 
dence de ancoragem ao imitar um dos sinais cn'ticos downstream resultante da ligagao da 
matriz extracelular por integrinas. Assim, Ras oncogenica pode enganar uma celula, fa- 
zendo-a “acreditar” que suas integrinas conseguiram ligar componentes de ECM, permi- 
tindo assim que uma celula transformada por ras prolifere, mesmo quando nao tenha 
ocorrido tal ligagao. 


6.10 A rota Wnt-(3-catenina contribui para a proliferagao celular 

Na maioria dos tipos celulares, a cascata RTK Sos Ras parece desempenhar um papel 
dominance em mediae respostas a mitogenos extracelulares, mas raramente e a unica rota que 
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tem tal resultado. Outras rotas nao compreendidas completamente tambem conferem res- 
ponsividade a sinais mitogenicos presentes na superffcie celular. Proeminente entre estas esta 
a rota controlada por fatores Wnt, de onde mais de uma diizia pode ser encontrada em varios 
tecidos humanos. Alem de transduzir sinais mitogenicos, essa rota permite que celulas per- 
mane^am em um estado relativamente indiferenciado - um importante atributo de certos 
tipos de celulas cancen'genas. 

Como aprendemos no capi'tulo anterior (veja a Se^ao 5.7), o desenho molecular da rota Wnt 
e totalmente diferente do da rota RTK Sos —> Ras Raf —> Erie. Lembre-se que fatores 
Wnt, agindo a partir de receptores Frizzled, suprimem a atividade da glicogenio sintase cina- 
se-3P (GSK-3P). Na ausencia de Wnts, GSK-3P fosforila uma serie de substratos proteicos 
chave, que sao, portanto, marcados para destrui 9 ao. O mais importante desses substra¬ 
tos e P-catenina, normalmente uma protei'na citoplasmica que existe em tres estados. Ela 
pode estar ligada ao dommio citoplasmico de receptores de adesao celula-celula, como E- 
caderina (Figura 6.26A). Alternativamente, de forma totalmente desvinculada, ela existe em 
um reservatorio soliivel no citosol, onde se recicla rapidamente, tendo um tempo de vida 
menor do que 20 minutos. E, fmalmente, P-catenina opera no niicleo como um importante 
componente de um fator de transcri^ao. 

Focamo-nos aqui nos reservatorios de moleculas de P-catenina que nao estao associadas a E- 
caderina. Em geral, logo apos sua smtese, a molecula de P-catenina formara um complexo 
multiproteico com duas outras protemas celulares - protelna de polipose adenomatosa 
de colon (Ape) e axina -, as quais ajudam a carregar P-catenina junto com sua GSK-3P 
executora (Figura 6.26B). Ao fosforilar P-catenina, GSK-3P garante que P-catenina seja 
alvejada por ubiquitila 9 ao, um processo que garante a rapida destrui^ao da P-catenina; 
isso explica as baixas concentra^oes em estado estacionario de P-catenina normalmente 
presentes no citosol. Encontraremos esse sistema de degrada^ao posteriormente em maior 
detalhe (Barra lateral 7.8). 

Entretanto, quando a sinaliza^ao de Wnt e ativada, o descarregamento de GSK-3P e blo- 
queado, e P-catenina e salva da rapida destrui^ao; sua meia-vida aumenta de menos de 20 
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Figura 6.26 Multiplos papeis da p-catenina 
(A) Da mesma forma que muitas integrinas, 
as caderinas (verde-claro) sao proteinas 
transmembrana que formam ligagdes no 
espago extracelular e tornam-se ligadas, via 
proteinas intermediarias, ao citoesqueleto 
de actina {vermelho-escuro). (Por exempio, 
moleculas de E-caderina que se salientam 
a partir de uma celula podem se associar a 
moleculas de E-caderina de uma celula 
adjacente, resultando na formagao de uma 
jungao aderente entre elas.) Como esta 
apresentado aqui, p-catenina (azul-claro) 
serve como um dos ligantes (assim como 
a-catenina e pi 20) que formam a ligagao 
mecanica entre caderinas e o citoesqueleto 
de actina. (B) Como esta indicado na 
Figura 5.24, as proteinas Wnt {vermelho- 
escuro), ao ligarem-se aos seus receptores 
Frizzled {verde-escuro), agem via 
Dishevelled para suprimir a atividade de 
GSK-SP (rosa). Isso previne GSK-3p de 
fosforiiar, entre outros substratos, 
p-catenina {azul-claro), que, portanto, 
escapa da degradagao e se acumula no 
citoplasma e no nucleo. Uma vez no 
nucleo, p-catenina se associa ao fator de 
transcrigao Tcf/Lef para dirigir a expressao 
de uma variedade de genes responsivos, 
incluindo aqueles envolvidos em permitir a 
proliferagao celuiar. 
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minutes para 1 a 2 horas, e suas concentragoes em estado estacionario aumentam proporcio- 
nalmente. Muitas das moleculas de P-catenina acumuladas movem-se entao para o mi- 
cleo para ativar a transcri^ao ao ligar-se a protefnas Tcf/Lef (veja a Figura 6.26B). Os 
complexes de fator de transcri^ao multi-subunidade resultantes passam a ativar a expres- 
sao de uma serie de importantes genes-alvo, incluindo aqueles que codificam protei'nas 
cn'ticas envolvidas no crescimento e proliferagao celular, come ciclina Die Myc, que 
estudaremos no Capitulo 8. 

Como foi mencionado, GSK-3P pode fosforilar outras protefnas importantes reguladoras de 
crescimento alem de P-catenina. Ao fosforilar ciclina Dl, GSK-3P tambem marca essaprotelna 
promotora de crescimento para rapida degradagao. Assim, a rota Wnt modula a expressao de 
ciclina Dl tanto em nlvel de transcri^ao como de pos-tradu^ao. Essas varias agoes de Wnt 
indicam que, alem de seus poderes originalmente descobertos como morfogenos, elas tam¬ 
bem podem agir como potentes mitogenos, de forma semelhante aos ligantes de muitos 
receptores de tirosina cinase. Alem disso, como aprenderemos no Capitulo 7, altos nlveis de 
P-catenina em celulas-tronco intestinais garantem que estas celulas permanegam em um esta¬ 
do indiferenciado, em vez de se desenvolverem em uma celula especializada que reveste a 
parede do intestino. Esses altos nlveis de P-catenina revelam-se como crfticos para a forma- 
gao de carcinomas de colon. 


Figura 6.27 Regulagao da sinalizagao de 
p-catenina 0 aumento dos niveis de 
p-catenina sao resultado de diversos 
mecanismos. (A) Embrioes de Drosophila 
geralmente expressam p-catenina em um 
padrao listrado {listras Claras, esquerda). 
Entretanto, quando o gene que codifica 
GSK-3p e inativado, altos niveis de 
p-catenina sao acumulados no embriao 
(direita). (B) Camundongos expostos a 
certos carcinogenos de figado 
desenvolvem carcinomas hepatocelulares 
(hepatomas) em que os niveis de 
p-catenina aumentam drasticamente, ja 
que a proteina p-catenina e mutante, 
permitindo que eia resista a fosforilagao por 
GSK-3p e resultando em degradagao. 0 
acumulo resultante de p-catenina 
citoplasmica (marrom) nesse toco pre- 
maiigno de hepatbeitos e um indicative para 
aumentar os niveis de p-catenina nuclear 
(nao-mostrado) que dirigem a proliferagao 
celular a partir da associagao com fatores de 
transcrigao Tcf/Lef. (A, cortesia de E.F. 
Wieschaus; B, de T.R. Devereux et al., 
Oncogene 18: 4726-4733, 1999.) 


O papel alternativo da P-catenina, anteriormente mencionado, e format parte do complexo 
citoplasmico a partir do qual receptores de adesao de superflcie celular, como E-caderina, 
tornam-se fisicamente ligados ao citoesqueleto (veja a Figura 6.26A). Os dois papeis nao- 
relacionados da P-catenina representam um complexo “quebra-cabega”. Nao esta claro, por 
exemplo, se os dois reservatorios de moleculas de P-catenina — aqueles que contribuem para 
a formagao de jungoes aderentes e aqueles envolvidos na regulagao da transcrigao — estao em 
equillbrio um com o outro ou se eles sao totalmente segregados em dois compartimentos em 
deseqiiillbrio na celula. Portanto, em celulas que perderam E-caderina, pode-se esperar que 
P-catenina seja liberada e, assim, torne-se disponlvel para translocagao nuclear e ativagao 
transcricional. Entretanto, em algumas celulas cancerlgenas que perderam seus genes de E- 
caderina a partir de mutagoes, sinalizagao nuclear de P-catenina nao parece estar acima dos 
nlveis normais. Observagoes como essas comegam a sugerir que dois reservatorios de P-cate- 
nina sao independentemente regulados e nao influenciam um ao outro. Mas ainda ha o outro 
“quebra-cabega”: Por que a evolugao investiu nessas duas fungoes nao-relacionadas em uma 
ijnica proteina? (Em vermes, elas sao desempenhadas por protefnas distintas codificadas por 
genes separados.) 

Em muitos canceres mamarios humanos, a expressao de certas Wnts e aumentada de 4 a 10 
vezes acima do normal, sugerindo a operagao de rotas estimulatorias de crescimento autocri- 
nas e paracrinas. Fla evidencias claras de que ha translocagao nuclear de P-catenina em cerca 
de 20% dos carcinomas avangados de prostata. Alem disso, em 5 a 7% dos carcinomas de 
prostata, mutagoes no gene de P-catenina tern produzido uma proteina que nao pode mais 
ser fosforilada por GSK-3P, e, como conseqiiencia, P-catenina passa a acumular-se em altos 
nlveis no micleo (veja a Figura 6.27). Tais mutagoes tambem foram documentadas em carci¬ 
nomas de figado, colon, endometrio e ovario, assim como em melanomas. E, como vere- 
mos no proximo capitulo, em virtualmente todos os carcinomas de colon, a degradagao 
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de P-catenina e defectiva, devido a defeitos em uma das protei'nas - Ape - que facilita sua 
degrada^ao (veja a Figura 6.26B). E provavel que essa rota tambem seja desregulada em 
outros canceres humanos por mecanismos que ainda nao foram revelados. 


6.11 Receptores acoplados a protema G tambem podem dirigir a 
prolifera^ao normal e neoplasica 

Como vimos no capftulo anterior, receptores acoplados a protema G (GPCRs) sao proteinas 
transmembrana que transpassam a membrana plasmatica sete vezes. Ao ligar seus ligantes 
extracelulares, cada um desses receptores de “serpentina” ativa um ou mais tipos de proteinas 
G heterotrimericas citoplasmaticas - assim chamadas devido a suas tres subunidades distin- 
tas (Ga, CP e Gy) a primeira das quais se liga ou a GDP ou a GTP. Da mesma forma que 
a protemas Ras, o estado ativado de Ga e alcan^ado quando ele liga GTP. 

Uma vez estimulada por uma GPRC, a subunidade Ga de uma protema G beterotrimerica 
dissocia-se de suas duas parceiras, CP e Gy, e passa a ativar uma serie de enzimas citoplasmi- 
cas distintas (Figura 6.28). Incluida entre estas estao a adenilato ciclase (que converte ATP 
em AMP dclico) e a PLC-P, que diva PIPj para produzir DAG e IP 3 (Figura 6.16B). Este 
ultimo e um potente mensageiro secundario que pode funcionar para estimular a prolifera- 
9 ao celular. 

Ha evidencia de que a Sre cinase, a primeira oncoprotema celular a ser estudada, pode ser 
ativada por certas subunidades Ga ligadas a GTP. Ao mesmo tempo, complexos das duas 
outras subunidades da proteina G beterotrimerica - CP e Gy - mostraram estimular outras 
importantes proteinas sinalizadoras mitogenicas, como uma forma de PI3K. A habilidade 
das GPCRs em ativar rotas mitogenicas sugere que a desregula^ao da sinaliza^ao por esses 
receptores e proteinas G associadas pode contribuir para a transforma^ao celular e tumoroge- 
nese - uma especula^ao que surgiu a partir de analises de certos tipos de celulas cancerigenas 
humanas (veja a Tabela 6.5). 
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Figura 6.28 Receptores acoplados a 
proteina G Os receptores que transpassam 
sete vezes a membrana sao capazes de 
ativar uma variedade de proteinas G 
heterotrimericas que diferem 
consideravelmente em identidade de suas 
subunidades Ga. Uma vez estimulada por 
uma GPCR, a subunidade Ga separa-se de 
Gp e Gy e passa a ativar ou inibir uma 
variedade de enzimas citoplasmicas, 
apenas duas das quais estao aqui 
apresentadas (adenilato ciclase e 
fosfoiipase C-p). Essas enzimas, por sua 
vez, podem ter infiuencias mitogenicas ou 
antimitogenicas, dependendo do tipo 
celular. Ao mesmo tempo, os dimeros Gp + 
Gy podem ativar seus prbprios efetores, 
incluindo PI3Ky, PLC-P e Src. Este 
diagrama prove apenas uma dica de um 
diverse espectro de proteinas G e os 
efetores de Ga e Gp - 1 - Gy que foram 
descobertos. 
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Tabela 6.5 Receptores aooplados a proteina G e proteinas G envolvidas na patogenese do 
cancer humane 


Proteina G ou receptor 

Tipos de tumor 

Mutagoes ativadoras que afetam proteinas G 

Gtts 

adenomas de tireoide e carcinomas, 

GcXjp 

adenomas na glandula pituitaria 
tumores ovarianos, tumores do cortex adrenal 

Mutagoes ativadoras que afetam receptores acoplados a proteina G 

Receptor de hormonio estimulador de tireoide 

adenomas de tireoide e carcinomas 

Receptor de hormonio estimulador de foliculo 

tumores ovarianos 

Receptor de hormonio luteinizante 

hiperplasias de celula Leydig 

Receptor colecistocinina-2 

carcinomas colorretais 

Receptor sensivel a Ca^+ 

neoplasmas variados 

Ativagao autocrina e paracrina 

Receptor de neuromedina B 

SCLC 

Receptor de neurotensina 

carcinomas de prostata e SCLC 

Receptor de gastrina 

carcinomas gastricos e SCLC 

Receptor de colecistocinina 

hiperplasias pancreaticas e carcinomas 

Receptores acoplados a proteina G coditioados 

carcinomas gastrintestinais e SCLC 
por virus 

Herpesvirus do sarcoma de Kaposi (HHV-8) 

sarcomas de Kaposi 

Herpesvirus saimiri 

leucemias e linfomas de primata 

Retrovirus Jaagsiekte de ovelha 

carcinomas pulmonares de ovelha 


Adaptada de M.J. Marinissen e J.S. Gutkind, Trends Pharmacol. Sc/. 22: 368-376, 2001 


Per exemplo, as celulas cancengenas de carcinoma pulmonar de celula pequena (SCLCs), 
um tumor comum de fumantes de cigarro, liberam uma serie de fatores peptidicos distintos, 
alguns com propriedades semelhantes a neuropeptideos. Em alguns SCLCs, as cdulas tumo- 
rais podem secretar simultaneamente bobesina (tambem conhecida como pepti'deo liberador 
de gastrina; GPR), bradicinina, colecistocinina (CCK), gastrina, neurotensina e vasopressi- 
na. Ao mesmo tempo, essas celulas apresentam as GPCRs que reconhecem e ligam os fatores 
liberados, resultando no estabelecimento de algas de sinalizagao autocrina. 

A prova experimental de que essas algas autocrinas sao, na verdade, responsaveis por dirigir a 
proliferagao e/ou sobrevivencia de celulas SCLC e direta; celulas SCLC podem ser incubadas 
in vitro na presen^a de um anticorpo que liga e neutraliza um fator de crescimento autocrino 
secretado, como GRP. Em uma serie de linhagens celulares SGLC, esse tratamento resulta no 
rapido encerramento do crescimento e mesmo em apoptose. Tal resposta indica que essas 
celulas cancengenas dependem da alga de sinalizagao autocrina baseada em GRP para sua 
sobrevivencia e sugere uma nova terapia para pacientes SGLG, que tern sido tratados com um 
anticorpo neutralizador de GRP. Em uma serie de doze pacientes SCLG tratados assim, um 
paciente apresentou uma completa remissao, enquanto quatro pacientes exibiram uma dimi- 
nuigao parcial de seus tumores. 

Em outra classe de neoplasias — adenomas de tireoide e alguns carcinomas de tireoide — o 
gene codificante do receptor de hormonio estimulador de tireoide (TSHR), outro GPCR, 
geralmente porta uma mutagao pontual. Isso leva ao descarregamento constitutivo 
independente de ligante do receptor de TSH, que, por sua vez, resulta na liberagao de fortes 
sinais mitogenicos nas celulas epiteliais de tireoide (veja a Tabela 6.5). Em outros tumores da 
glandula tireoide, uma subunidade Ga sofreu uma mutagao pontual que funciona de forma 
semelhante as mutagoes que ativam a sinalizagao Ras, ao deprivar essa subunidade Ga da 
habilidade de desligar-se a partir da sua atividade GTPase intn'nseca. Assim, pelo menos 10 
dos 17 genes humanos que codificam subunidades Ga parecem funcionar como oncogenes 
em certos tipos celulares e em varias malignidades humanas. 

A mais bizarra subversao desses receptores acoplados a proteina G ocorre durante infeegoes 
por certos herpesvirus, como HHV-8, tambem conhecido como KSHV (veja a Barra lateral 
3.10). Esse virus e responsavel pelos tumores vasculares que freqiientemente afligem pa¬ 
cientes com AIDS. Em certo ponto no passado evolutivo, o HHV-8 adquiriu um gene 
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celular que especificava um receptor acoplado a protema G. A forma viral desse gene foi 
remodelada, de forma que o receptor codificado sinaliza de forma independente do ligante. 
Entre outras conseqiiencias, essa sinalizagao causa a secregao de fator de crescimento de en- 
dotelio vascular (VEGF) por celulas endoteliais infectadas por HHV-8 (revestindo as paredes 
dos vasos sangui'neos); os VEGFs liberados criam entao uma alga de sinalizagao autocrina ao 
ligar-se aos seus receptores cognates na superflcie dessas celulas endoteliais e dirigindo a 
proliferagao delas. 


6.12 Quatro outras rotas de sinaliza^ao contribuem de varias 
formas para a proliferagao normal e neoplasica 

Quatro outros canais de sinalizagao desempenham papeis importantes na patogenese de al- 
guns tipos de cancer. Essas rotas compartilham um fato comum: quando ativadas, controlam 
a localizagao intracelular de protemas de “duplo enderego” que operam de forma semelhante 
a P'Catenina — essas protemas residem normalmente no citoplasma e, quando ativadas por 
certos sinais, sao enviadas para o nucleo, onde funcionam como componentes de fatores de 
transcrigao especificos para dirigir a expressao genica. No capftulo anterior, vimos descrigoes 
de como os receptores que controlam tais rotas operam. Agora, resumiremos brevemente as 
agoes downstream das quatro rotas (Eigura 6.29) e citaremos exemplos de como cada uma e 
regulada em um ou outro tipo de tumor humano (Eigura 6.30). 

Fator nuclear kB O sistema de sinalizagao envolvendo fatores de transcrigao da classe do 
fator nuclear kB (NF- kB) contribui para a formagao de certos tipos tumorais. A primeira 
indicagao da importancia dessa rota para a patogenese do cancer veio do descobrimento do 
oncogene rel em um retrovirus de peru de rapida transformagao responsavel pela reticuloen- 
doteliose, um linfoma da linhagem de celulas B. Investigagoes posteriores sobre os fatores de 
transcrigao responsaveis por regular a expressao genica de imunoglobulina revelaram que Rel 
e um membro de uma famllia de fatores de transcrigao que veio a ser chamada coletivamente 
de NF-kBs. Essas protelnas formam homo e heterodlmeros no citoplasma. 

A forma mais comum de NF-kBs e um heterodlmero composto por uma subunidade p65 e 
uma p50. Geralmente, NF-kB e seqiiestrado no citoplasma por um terceiro polipeptldeo, 
denominado inibidor de NF-kBs (IkB; Figura 6.29A); enquanto esta nesse estado, o sistema 
de sinalizagao e mantido em silencio. Entretanto, em resposta a sinais originarios de um 
diverso espectro de fontes, IkB torna-se fosforilado e, portanto, torna-se marcado para rapida 
destruigao. (Lembre-se que P-catenina sofre o mesmo destino apos sua fosforilagao no cito¬ 
plasma.) Como resultado, NF-kB e liberado das garras de IkB, migra para o nucleo e passa a 
ativar a expressao de um grupo de pelo menos 150 genes-alvo. 

A cinase que marca IkB para destruigao (chamada IkB cinase ou simplesmente IKK) e, por¬ 
tanto, ativa a sinalizagao de NF-kB e por si so estimulada por sinais tao diversos como fator 
de necrose tumoral a e interleucina-1P (fatores extracelulares envolvidos na resposta infla- 
matoria do sistema imunologico), lipopolissacarldeo (um sinal de infeegao bacteriana), espe- 
cies reativas de oxigenio (ROS), drogas anticancer e irradiagao gama. No contexto de cancer, 
NF-kBs tern importantes efeitos na sobrevivencia e proliferagao celular. Apos chegarem ao 
nucleo, NF-kBs podem induzir a expressao de genes que especificam uma serie de protelnas 
antiapoptoticas chave, como Bcl-2 e IAP-1 e 2; aprenderemos mais sobre tais protelnas no 
Capltulo 9. Ao mesmo tempo, NF-kB funciona de forma mitogenica ao induzir a expressao 
de myc e genes de ciclina D1, componentes da maquinaria de ciclo celular que discutiremos 
no Capltulo 8. Assim, NF-kB pode proteger celulas cancerlgenas da apoptose (morte celular 
programada) e, ao mesmo tempo, dirigir sua proliferagao. 

Enquanto componentes da cascata de sinalizagao NF-kB sao raramente encontrados na 
forma mutante em canceres humanos, essa rota e com freqiiencia encontrada como sen- 
do constitutivamente ativa. Em canceres mamarios, por exemplo, ela em geral e bastante 
ativa, ainda que o mecanismo molecular responsavel por essa ativagao permanega obscu- 
ro. NF-kB parece desempenhar seu papel mais importante em malignidades de varias 
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Figura 6.29 Quatro diferentes rotas sinalizadoras de “dupio enderego" 
(A) A familia NF-kB de fatores de transcrigao, que funcionam como 
heterodimeros (azuf), e sequestrada no citoplasma por IkB. Uma 
variedade de receptores e sinais aferentes ativa IKK, que fosforila IkB, 
marcando-o para degradagao proteolltica. Entao, liberado de IkB, 
NF-kB pode translocar para o nucleo, onde ativa urn ampla constituigao 
de genes, incluindo genes antiapoptoticos e mitogenicos (nao- 
apresentado). (B) 0 receptor Notch na superficie celular pode ligar 
ligantes como NotchL, Delta e Jagged. A ligagao do ligante causa dois 
cortes proteollticos em Notch, liberando urn fragmento citoplasmico de 
Notch que pode translocar para o nucleo, onde funciona como parte de 


urn complexo de fator de transcrigao. (C) A ligagao de urn ligante 
Hedgehog em Patched faz com que o segundo libere Smoothened. 
Uma vez livre, Smoothened previne a clivagem de uma proteina Gli, e a 
ultima e entao translocada para o nucleo, onde ajuda a format fatores 
de transcrigao funcionais. (D) A ligagao do ligante TGF-p ao receptor 
TGF-p tipo 11, que traz os receptores tipo II e I juntos, resulta na 
fosforilagao do receptor tipo I. Este ultimo, agora ativado, fosforila as 
protefnas citosolicas Smad2 ou SmadS, e qualquer uma dessas fosfo- 
Smads liga-se entao a Smad4. Os complexos heterodimericos de 
Smad resultantes translocam para o nucleo, onde formam complexos 
com outros fatores de transcrigao para dirigir a expressao genica. 
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linhagens de linfocitos. O gene REL, que codifica uma das subunidades de NF-kB, e 
amplificado em cerca de um quarto de linfomas grandes e difusos de celulas B, resultan- 
do em um aumento de 4 a 35 vezes na expressao de seu produto genico. As translocagoes 
que afetam o loco NFKB2 foram freqiientemente encontradas em linfomas de celula B e 
T e em mielomas (tumores de celulas produtoras de anticorpo). A desregulagao dessa 
rota pode ser freqiientemente observada ja em crescimentos pre-malignos de alto grau 
(Figura 6.30A). 

Notch O estudo de outra rota de sinalizagao incomum, esta controlada pela protei'na 
Notch, traga suas raizes no descobrimento, em 1919, de um alelo de um gene de Droso¬ 
phila que causa fendas nas extremidades das suas asas. Somente muitas decadas depois 
foi possivel se perceber que Notch e uma proteina transmembrana; quatro diferentes 
variedades de Notch (produtos de quatro diferentes genes) sao expresses por celulas de 
mamifero. Como foi mencionado no capitulo anterior, depois que Notch (que atua como 
um receptor de superficie celular) liga um ligante (NotchL), ele e submetido a duas 
clivagens proteoliticas, uma em seu ectodominio e a outra no seu dominio transmem¬ 
brana. Esta segunda clivagem libera um grande fragmento proteico citoplasmico da sua 
ligagao a membrana plasmatica, o qual migra entao para o nucleo da celula alvejada, 
onde funciona, junto com proteinas parceiras, como um fator de transcri^ao (Figura 
6.29B). 

O sistema de sinalizagao opera utilizando mecanismos bioquimicos que sao muito diferentes 
daqueles que governam a sinalizagao por receptores de tirosina cinase. Cada vez que um 
receptor de Notch liga seu ligante, seu receptor submete-se a uma alteragao covalente irrever- 
sivel, mais especificamente, uma clivagem proteolitica. Assim, o descarregamento do recep¬ 
tor ocorre na proporgao direta ao numero de ligantes encontrados no espago extracelular, e 
cada receptor de Notch pode, presumivelmente, descarregar apenas uma vez apos ligar-se ao 
seu ligante. Receptores de tirosina cinase, em contraposigao, liberam sinais multiplos sobre 
um estendido periodo apos a ligagao do ligante e, portanto, podem amplificar consideravel- 
mente o sinal iniciado pelos sens ligantes de fator de crescimento. 


Figura 6.30 A desregulagao de rotas de dupio 
enderego em canceres humanos (A) Rota 
NF-kB. a imunocoloragao para a forma 
fosforilada de IkB revelou a ativagao localizada 
da rota NF-kB (area marram) no infcio do 
desenvolvimento de miiltiplas etapas de um 
carcinoma cervical humano, neste caso, em 
uma lesao intra-epitelial escamosa de baixo 
grau. (B) Rota Notch. A rota Notch e 
geralmente desregulada a partir da elevada 
expressao de ligantes de Notch. Em 
carcinomas de prostata, niveis aumentados de 
Jagged, um ligante do receptor de Notch, sao 
observados com niveis aumentados da 
malignidade. Nesta figura pode ser obsetvado 
{marram, da esquerda para a direita, sequencia 
superior) a imunocoloragao de uma prostata 
normal e um carcinoma primario; e {da 
esquerda para a direita, sequencia inferior) de 
uma metastase que nao foi tratada com 
terapia de hormonio anti-androgenio e uma 
metastase que tornou-se resistente a terapia 
de hormonio. A expressao elevada de Jagged 
em tumores primaries esta correlacionada 
com 0 risco aumentado de relapso 
metastatico. (C) Rota Fledgehog. Essa rota 
esta desregulada na maioria dos carcinomas 
de pele de celulas basais (BCC). Sua 
desregulagao esta indicada pela elevada 
concentragao da proteina Glil em BCCs, 
detectada aqui por imunocoloragao {marram), 
que e quase indetectavel em celulas normals 
{rosa-claro). Analises por Northern biot (RNA) 
{nao-apresentadas) indicam uma elevagao de 
ate 40 vezes de mRNA Glil em BCCs em 
comparagao com a pele normal. (D) Rota 
TGF-p. Essa rota esta inativada em uma 
grande variedade de carcinomas a partir de 
uma serie de mecanismos. Durante a 
progressao de carcinoma pancreatico, 
neoplasias intra-epiteliais pancreaticas de 
baixo grau (PanlN-1) geralmente expressam 
Smad4, um fator de transcrigao critico na 
sinalizagao de TGF-p {marram, painel 
esquerda), enquanto lesoes PanlN-3 de alto 
grau geralmente perdem a expressao de 
Smad4, principalmente devido a mutagbes do 
gene codificante {centra do painei direita). (A, 
de A. Nair et al., Oncogene 22: 50-58, 2003; B, 
de S. Santagata et al.. Cancer Res. 64: 6854- 
6857, 2004; C, de L. Ghali et al., J. Invest 
Dermatol. 113: 595-599, 1999; de R.E. Wilentz 
et al.. Cancer Res. 60: 2002-2006, 2000.) 
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Formas truncadas de Notch que especificam apenas o dommio citoplasmico da protema 
Notch sao potentes oncogenes para transformar celulas in vitro. Isso sugere que formas 
alteradas de Notch contrihuem para a patogenese do cancer humano. De fato, a superex- 
pressao de uma ou outra das protefnas Notch e observada na grande maioria de carcino¬ 
mas cervicais, em um subgrupo de carcinomas de colon, e em carcinomas pulmonares 
escamosos. Essa superexpressao e geralmente acompanhada pela localizagao nuclear do 
fragmento citoplasmico clivado de Notch, indicando que a sinalizagao ativa a partir 
dessa rota esta ocorrendo em celulas tumorais. A expressao aumentada de dois ligantes 
de Notch, chamados Jagged e Delta, tambem foi encontrada em alguns carcinomas cer¬ 
vicais e de prostata (Figura 6.30B). Alem disso, em aproximadamente 10% das leuce- 
mias linfocfticas (ou linfoblasticas) agudas (ALLs), formas constitutivamente ativas de 
Notch sao encontradas; estas resultam das delegoes geneticas da por^ao do gene NOTCH-1 
que codifica o domi'nio extracelular da protema Notch-1. Alguns experimentos tambem 
sugerem que a sinalizagao de Notch contribui de formas importantes para a transforma- 
gao por oncogenes ras. 

Patched Como discutimos previamente, a ligagao do receptor Patched por seu ligante. 
Hedgehog, faz com que Patched libere a protema Smoothened da inibigao; Smoothened e 
entao capaz de emitir sinais downstream. A partir de uma serie de mudan^as pouco com- 
preendidas, a proteina Smoothened ativada altera o destino da protei'na citoplasmica Gli. 
Normalmente, na ausencia de interven^ao por Smoothened, a protema precursora Gli e cli- 
vada em dois fragmentos, e um move-se para o micleo, onde funciona como repressor trans- 
cricional. Entretanto, quando Smoothened e ativada, ela protege o precursor de Gli da cliva- 
gem. A protei'na Gli intacta resultante migra para o micleo, onde serve como um ativador da 
transcri^ao (Figura 6.29C). 

Gli foi primeiramente descoberta como uma protema altamente expressa em glioblasto¬ 
mas (por isso o nome). Quando superexpressas, Gli e algumas outras protemas similares 
podem funcionar como oncoprotemas. Pesquisas subseqiientes envolvendo a rota Patched 
revelaram outras instancias em que seu mau funcionamento contribui para o desenvolvi- 
mento de tumores. Por exemplo, mutagoes inativadoras da linha germinativa do gene 
humano patched {PTCH) causam a smdrome Gorlin, uma si'ndrome de suscetibilidade 
de cancer hereditaria, que envolve risco aumentado de carcinomas celulares basais miil- 
tiplos da pele assim como outros tumores, notavelmente meduloblastomas — tumores 
celulares no cerebelo. Tais mutagoes inativadoras previnem Patched de inibir Smoothe¬ 
ned, deixando esta ultima livre para despachar uma ininterrupta corrente de protemas 
Gli ativas para o micleo. 

Ate 40% de carcinomas celulares basais esporadicos da pele (que ocorrem devido a mutagoes 
somaticas em vez de muta^oes nas linhas germinativas) portam alelos mutantes PTCH ou 
SMO — o segundo codificando Smoothened. Esses carcinomas celulares basais sao a forma 
mais comum de cancer nas popula^oes ocidentais e, felizmente, em geral sao benignos (Figu¬ 
ra 6.30C). Alelos somaticamente mutados de PTCH tambem foram encontrados em uma 
variedade de outros tumores, incluindo meduloblastomas e meningiomas, assim como carci¬ 
nomas mamarios e de esofago. Essas mutagoes somaticas, da mesma forma que aquelas pre- 
sentes em alelos mutantes de PTCH de linhagem germinativa, parecem comptometer a fun- 
gao de Patched, permitindo novamente que Smoothened ative constitutivamente fatores de 
transcri^ao Gli. Recentemente, alelos mutantes de outro componente downstream dessa rota, 
codificados pelo gene SUFU, tambem foram descritos em meduloblastomas. Alem disto, esta 
agora claro que existem pelo menos tres protemas Gli, duas das quais estimulam a transcri- 
gao, enquanto a terceira a inibe. 

Esses canceres, todos envolvendo mutagoes que afetam a estrutura de varios componentes da 
rota Patched, parecem representar apenas uma pequena por^ao dos tumores humanos em 
que essa cascata de sinalizagao esta hiperativada. Portanto, uma analise dos carcinomas de 
linhas celulares e tumores de esofago, gastricos, do trato biliar e pancreatico revelaram que 
virtualmente todos estes expressaram m'veis significativos do receptor Patched assim como de 
seus ligantes (chamados tan to de Sonic Hedgehog como Indian Hedgehog), indicando as 
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opera^oes de uma al^a de sinaliza^ao autocrina. Tal no 9 ao foi confirmada ao demonstrarem- 
se ni'veis nucleares elevados do fator Gli, o produto downstream da rota ativada. Alem disso, 
o tratamento de celulas tumorais com anticorpo anti-Hedgehog (que sequestra os dois tipos 
de ligantes e quebra a al^a sinalizadora) causou a interrup^ao da prolifera^ao e/ou morte das 
celulas tumorais. Achados similares foram reportados para SCLCs, a malignidade comum 
entre fumantes de cigarro. Assim, esses relatorios apontam para um importante papel da rota 
de sinaliza 9 ao Patched nos tumores que surgem em muitos dos tecidos derivados do tecido 
embrionario. 

TGF-P Uma quarta rota de sinaliza^ao que envolve o despachamento de protemas cito- 
plasmicas para o micleo esta representada pela rota a partir dos receptores de TGF-P 
(Se^ao 5.7). TGF-P e a rota de sinaliza^ao que ele controla parecem desempenhar um 
papel fundamental na patogenese de muitos, senao todos, carcinomas, ambos em sens 
estagios primarios, quando TGF-P age para prender o crescimento de muitos tipos celu- 
lares, e posteriormente na progressao de cancer, quando contribui, paradoxalmente, para 
o fenotipo de invasividade tumoral. Deferiremos discussoes detalhadas dessa importante 
rota ate a Se^ao 8.10 e o Capftulo 14. Por enquanto, basta dizer que a sua ativa^ao leva 
ao despachamento de fatores de transcri 9 ao Smad para o micleo, onde eles podem cola- 
borar com outros fatores de transcrijao nucleares para ativar a expressao de um grande 
“eleitorado” de genes (Figura 6.29D). Na ausencia de Smads criticos, celulas cancen'ge- 
nas epiteliais podem escapar as a 96 es inibidoras de crescimento de TGF-P e ter sucesso — 
um estado que e geralmente observado nos precursores de carcinomas pancreaticos huma- 
nos invasivos (Figura 6.30D). 


6.13 Sinopse e perspectivas 

Transdu 9 ao de sinal em celulas cancen'genas Um dos marcos de celulas cancerlgenas e sua 
habilidade em gerar seus proprios sinais mitogenicos endogenamente. Tais sinais permitem 
que celulas cancen'genas se libertem da dependencia de sinais mitogenicos externos, mais 
especificamente aqueles conduzidos por fatores de transcri^ao. E possi'vel que a rota mitoge- 
nica de maior importancia para a patogenese do cancer humano seja aquela que discutimos 
em detalhe e tern o seguinte desenho: 

GFs —y RTKs —y Grb2 —> Sos —y Ras —y Raf —y MEK —> ERK 

Como foi descrito no capi'tulo anterior e neste, uma variedade de mecanismos moleculares 
fazem com que a por^ao upstream dessa rota de sinaliza 9 ao se tome continuamente ativada 
em celulas cancen'genas. Celulas neoplasicas podem adquirir a habilidade de produzir e libe- 
rar fatores de crescimento (GFs) que iniciam al 9 as de sinaliza 9 ao autocrina. Alternativamen- 
te, os receptores de fator de crescimento (RTKs) podem softer altera 96 es estruturais significa- 
tivas. No caso do receptor EGF, a dele 9 ao de boa parte de seu ectodomi'nio, observada em 
alguns tumores humanos como glioblastomas, resulta no descarregamento independente de 
ligante de sua tirosina cinase citoplasmica. 

Ainda mais comumente observados sao os tumores humanos que tern ni'veis elevados de 
versoes tipo selvagem de receptores como EFG ou seu parente proximo, ErbB2/HER2/Neu. 
Esta claro que ni'veis excessivamente altos dessas moleculas receptoras, em geral expressas em 
celulas cancen'genas mamarias, cerebrals e estomacais, favorecem a prolifera 9 ao celular aumen- 
tada. Tal superexpressao de receptor e geralmente obtida a partir da amplifica 9 ao do gene que 
codifica esse receptor ou da transcri 9 ao desregulada desse gene. 

O fluxo de sinais a partir da rota RTK —^ Ras Raf —^ MAPK tambem e regulado por 
mecanismos de retroalimenta 9 ao negativa que operam para atenuar a sinaliza 9 ao. Por exem- 
plo, apos EGF-R ligar um ligante, o complexo receptor-ligante e internalizado na celula via 
um processo de endocitose (Figura 6.31). Uma vez seqiiestrado em vesi'culas da membrana 
citoplasmica, o receptor pode ser direcionado aos lisossomos, onde e degradado ou novamente 
reciclado para a superfide. A internaliza 9 ao defectiva desse receptor Ihe permite acumular-se 
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em niVeis excessivamente altos na superflcie celular, produzindo uma sinaliza^ao mitogenica 
consideravelmente alta. A internaliza^ao defectiva de EGF-R e, por extensao, de outras RTKs 
pode desempenhar um papel-chave em dirigir a prolifera^ao de muitos tipos de celulas tumo- 
rais humanas. 




Olhando para baixo na rota mitogenica dos receptores, podemos notar que poucas, se 
alguma, altera^oes em protemas transdutoras de sinal foram documentadas em tumores 
humanos ate alcan^armos as protemas Ras. Lembre-se que mutagoes pontuais nos co¬ 
dons 12 , 13 ou 61 das bases de leitura dos genes codificantes ras resultam em oncoprote- 
mas Ras ativadas. Essas protemas mutantes descarregam por extensos periodos, em vez 
dos pequenos e bem-controlados estouros que caracterizam o comportamento de protei- 
nas Ras normals. As reposi 96 es de aminoacidos causadas por essas varias mutagoes pon¬ 
tuais (que sao vistas em mais de um quinto de todos os canceres humanos) fazem com 
que as protemas Ras tornem-se resistentes as protemas ativadoras de GTPase (GAPs), 
que normalmente estimulam a atividade GTPase de Ras. Gomo sera discutido no Gapi- 
tulo 7, na doen 9 a chamada neurofibromatose, uma das GAPs que em geral servem para 
inativar Ras foi perdida em certos tipos celulares, resultando, mais uma vez, em um 
aciimulo de nfveis excessivamente altos de protemas Ras ativadas e na forma ligada a 
GTP. 

Ainda mais abaixo nessa cascata de sinalizagao linear, abaixo do m'vel de Ras, encontra- 
remos, mais uma vez, uma certa carencia de protemas mutantes em celulas cancen'genas 
humanas. A protema B-Raf, um parente proximo da cinase Raf, apresenta uma exce^ao 
a essa regra. E encontrada na forma mutante em cerca de 8 % de um grande espectro de 
linhas de tumores humanos que foram examinados. Alem disso, ate dois ter^os dos me¬ 
lanomas possuem versoes pontualmente mutadas do gene BRAF, cujo produto normal, 
da mesma forma que Raf, necessita da estimula^ao de Ras antes de poder ser descarrega- 
da. As protemas mutantes B-Raf tern uma dependencia consideravelmente reduzida na 
interagao com Ras. 

Outra exce^ao e provida pela PI3K, que tambem opera imediatamente downstream de 
Ras. Lembre que a enzima PI3K e ativada por Ras, por receptores de fator de cresci- 
mento ou pelos dois, agindo de forma concertada. Seu produto e PIP^. Em certos carci¬ 
nomas de ovario e de colon, uma subunidade de PI3K pode estar presente na forma 
mutante. A inibi^ao dessa rota e defectiva; os m'veis de PIP 3 sao normalmente controla- 
dos pelas agoes da fosfatase PTEN, que, com freqtiencia, e perdida em certos tipos de 


Figura 6.31 Controle de retroalimentagao negativa da sinalizagao do receptor A 
sinalizagao mitogenica e abreviada por algas de retroalimentagao negativa que 
garantem que celulas sejam submetidas a doses fisiologicamente apropriadas 
de tais sinais. (A) A maioria dessas algas de retroalimentagao negativa e de 
dificil visualizagao por microscopia. Uma excegao pode ser observada aqui. 
Quando uma celula e exposta a EGF, introduzida no meio a partir de uma 
micropipeta cuja localizagao esta apresentada (sefas), os EGF fazem, 
inicialmente, com que o receptor EGF de superficie celular, que neste caso foi 
ligado a um corante fluorescente, libere sinais mitogenicos na celula (nao- 
apresentado). Entretanfo, em menos de 120 segundos, o EGF-R fluorescente e 
internalizado no lado da celula voltado para a fonte de EGF e, em 480 segundos, e 
encontrado em agrupamentos de internalizagbes em todos os lados da celula. 
Assim, a sinalizagao de EGF e desligada devido a indisponibilidade do receptor 
para ligar ligante na superficie celular. (B) A potente contribuigao de controles de 
retroalimentagao negativa na expressao do receptor pode ser revelada a partir de 
um experimento em que a expressao da cinase associada a ciclina G (GAK) e 
suprimida a partir das agoes de dois vetores expressando RNA de interferencia 
(RNAi). Em tais celulas, a expressao normal do receptor EGF, como medido neste 
immunoblot {canal esquerdo), e aumentada 50 vezes quando um dos dois RNAis e 
expresso nestas celulas (os dois canals a direita). GAK age de formas ainda nao 
Claras para dirigir a internalizagao dessa proteina e de outras de superficie celular. 
(A, de M. Bailly et al. Mol. Biol. Cell 11: 3873-3883, 2000; B, adaptada de L. Zhang 
et al., Proc. Natl. Sci. USA 101: 10296-10301,2004.) 
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Barra lateral 6.5 Os misterios da mitogenese do cancer mamario O 
cancer mamario e uma doen^a de ocorrencia comum no ocidente que 
tern sido tema de extensa pesquisa, mas ainda temos apenas uma vaga 
compreensao em m'vel molecular de como o crescimento da maioria 
dos tumores e controlado. A maioria dos canceres mamarios expressa o 
receptor de estrogenic (ER), que age a partir de mecanismos muito 
diferentes daqueles de outros receptores que estudamos. Da mesma for¬ 
ma que outros “receptores nucleares”, ER liga seu ligante, estrogenic 
(estradiol, mais precisamente), e passa entao a ligar-se a seqiiencias de 
DNA especi'ficas nos promotores de certos genes-alvo; essa liga^ao, se- 
guida pela associa^ao de co-reguladores transcricionais, leva a transcri- 
^ao desses genes. 

O estrogenio age como um importante mitogeno cn'tico para 
celulas de cancer mamario ER-positivas. Isso esta indicado pelo fato 
de que uma serie de “antiestrogenios”, como tamoxifeno, que se liga 
ao ER e bloqueia alguns de seus poderes ativadores de transcri^ao, 
previne o crescimento de celulas ER-positivas e tumores, e pode 
causar regressao tumoral. Entretanto, nada disso parece explicar pre¬ 
cisamente como o estrogenio e o ER dirigem a prolifera^ao de celu¬ 


las de cancer mamario ER-positivas. Poucos minutes apos a adi^ao 
de estrogenio nessas celulas, a cascata de sinaliza^ao Ras —> MAPK 
e ativada. Essa resposta rapida nao pode ser explicada pelo fato de 
que ER age como um fator de transcri^ao nuclear, ja que modifica- 
^oes na transcri^ao genica nuclear nao sao sentidas no citoplasma 
(na forma de protemas sintetizadas em RNAs moldes recem-forma- 
dos) por pelo menos meia hora. 

Uma pista cn'tica pode vir da observa^ao de que algumas das mole- 
culas ER ativadas por ligante encontram-se ligadas a membranas cito- 
plasmicas em vez de estarem localizadas em seus sitios usuais de a^ao 
no nucleo. Apos a liga^ao do ligante, uma parte desse ER citoplasmico 
se liga a She, a importante protema carreadora contendo SH2 e SH3 
que participa da ativa^ao de SOS e sinaliza^ao de Ras. A associa^ao ER- 
Shc, ainda pouco compreendida, pode explicar como cascatas de sina- 
liza^ao mitogenicas citoplasmicas sao ativadas por estrogenio. Essa des- 
cri^ao fragmentada de uma grande rota mitogenica nao e esperada na 
maioria das vezes, a luz do fato de que cancer mamario tern, ate agora, 
sido estudado com mais intensidade do que qualquer outro tipo de 
malignidade humana. 


canceres. De fato, a perda de PTEN pode ser tao efetiva para o aumento dos m'veis de 
PIP 3 quanto a hiperatividade do PI3K que e induzida pelas oncoprotemas Ras. Os nlveis 
aumentados PIP 3 causam a ativa^ao de Akt/PKB, que, por sua vez, tern grandes efeitos 
na sobrevivencia, crescimento e prolifera^ao celular. 

Os dados dispomVeis sugerem que a rota de sinaliza^ao desde os fatores de crescimento, 
passando por Ras ate os ERKs (incluindo sua ramifica^ao lateral envolvendo PI3K) re- 
presenta a rota mitogenica dominante na maioria dos tipos de celulas nao-hematopoieti- 
cas pelo corpo. Essa proeminencia e refletida no envolvimento freqiiente dessa rota, na 
forma desregulada, em canceres humanos. Alem disso, existem outros candidatos na fila. 
Pesquisas futuras poderao revelar que outras rotas, como as quatro mencionadas neste 
capi'tulo (envolvendo GPCRs, Patched, Notch e NF-kB), desempenham um papel do¬ 
minante em prover os sinais mitogenicos que dirigem a prolifera^ao celular em certos 
tipos de tumores de ocorrencia freqiiente, questionando assim a importancia da rota 
RTK/Ras. O desenho da principal rota mitogenica que opera nos canceres mamarios 
positivos para o receptor de estrogenio de ocorrencia comum ainda e pouco compreen- 
dido (Barra lateral 6.5). 

Organiza 9 ao das rotas de sinaliza 9 ao mitogenica Voltando atras nos detalhes da desre- 
gula 9 ao de rotas de sinaliza 9 ao mitogenica em canceres humanos, podemos esbo 9 ar mais 
algumas li 96 es gerais sobre o desenho dessas rotas e como essa organiza 9 ao afeta a pato- 
genese do cancer humane. A evolu 9 ao pode ter construi'do metazoarios tao complexes 
quanto nos ao utilizar um pequeno mimero de rotas de sinaliza 9 ao celular (ou mesmo 
apenas uma) para regular a prolifera 9 ao de celulas individuals em varies tecidos. A medi- 
da que isso aconteceu, um piano de desenho foi reunido: cada uma de nossas celulas 
utiliza um mimero distinto de rotas de sinaliza 9 ao para controlar sua prolifera 9 ao (com 
uma dessas, envolvendo receptores de tirosina cinase, desempenhando um papel espe- 
cialmente proeminente). 

Em cada tipo de celula, as rotas de sinaliza 9 ao funcionam de forma combinada para 
garantir que a prolifera 9 ao ocorra no lugar certo e na hora certa durante o desenvolvi- 
mento e, no adulto, durante a manuten 9 ao e repara 9 ao tecidual. Diferentes tipos celula- 
res utilizam diferentes combina 96 es de rotas para regular seu crescimento e divisao. Isso 
ajuda a explicar por que a bioqufmica do cancer, como descrita neste capi'tulo, e tao 
complexa. 
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Essa bioqui'mica de transdugao de sinal e organizada a partir de um pequeno niimero de 
principles basicos e um grande niimero de detalhes idiossincraticos, uma colcha de reta- 
Ihos. Muitos desses detalhes representam uma solugao ad hoc para problemas biologicos 
e fisiologico-celulares que foram escolhidos durante a evolugao metazoaria inicial ha 600 
ou 700 milhoes de anos; algumas dessas solugoes remetem as origens dos eucariotos, ha 
quase um bilhao de anos. Uma vez agrupadas, tais solugoes tornaram-se “fixas” e relati- 
vamente imutaveis, somente porque outras inovagoes desenvolvidas subseqtientemente 
dependiam delas. (Para garantir, o produto final de todas essas solugoes - uma maquina- 
ria otimizada para um desenvolvimento normal e um tempo de vida saudavel — geral- 
mente funciona maravilhosamente hem. Durante um ciclo de vida humana medio, as 
celulas dentro do corpo cumulativamente passam por cerca de 10 '*’ ciclos de cresci- 
mento e divisao e, no caso da maioria de nos, prove excelente saiide - algo a que deve- 
mos agradecer.) 

O circuito de sinalizagao que foi descrito neste capitulo opera principalmente no citoplasma 
e recebe sinais dos receptores de superficie celular — aqueles que ligam ligantes extracelulares 
soliiveis, principalmente fatores de crescimento, ou componentes da matriz insoliiveis (as 
integrinas). Ao receber uma mistura complexa de sinais aferentes (de chegada) de tais recep¬ 
tores, esse circuito citoplasmatico emite sinais a alvos moleculares tanto no citoplasma quan¬ 
to no micleo. 

Entre os alvos citoplasmaticos estao os reguladores do formato e motilidade celular, o meta- 
bolismo energetico, a sintese proteica e a maquinaria apoptotica, que decide a vida e a morte 
celular. Os sinais eferentes (de saida) remanescentes sao transmitidos para o micleo, onde 
modulam a transcri^ao de milhares de genes envolvidos na programagao do crescimento e 
diferenciagao celular, assim como na progressao do ciclo celular. Retornaremos a muitos 
desses temas posteriormente. Assim, a regulagao do ciclo e diferencigao celular serao descritos 
no Capitulo 8 , enquanto a regulagao da morte celular programada — apoptose - sera apre- 
sesntada no Capitulo 9. Os reguladores da motilidade celular serao descritos em destaque no 
Capitulo 14. 

Alguns temas importantes foram retomados ao longo deste capitulo. Em destaque, estao 
as tres vias pelas quais os sinais sao transduzidos ao longo das rotas de sinalizagao de 
celulas normals e neoplasicas. Primeiramente, a atividade intrinseca das moleculas sinali- 
zadoras pode ser modulada. Isso pode ser realizado por modifica^oes nao-covalentes (a 
ligagao de GTP por Ras, por exemplo) ou dimerizagao do receptor. Alternativamente, 
uma molecula sinalizadora pode ser covalentemente modificada; a fosforilagao de MEK 
por Raf, a fosforilagao de PIP 2 por PI3K e a clivagem proteolitica de Notch sao tres 
exemplos disso. 

Segundo, a concentraqdo de uma molecula sinalizadora pode ser modulada, geralmente por 
ordens de magnitude. Portanto, a concentragao de P-catenina e bastante reduzida pela fosfo- 
rilagao de GSK-3P, e a concentragao de PIP 3 e regulada tanto por PI3K (positivamente) 
quanto por PTEN (negativamente). 

Terceiro, a localizagdo intracelular das moleculas sinalizadoras pode ser regulada, 0 que resul- 
ta em movimenta-las de um sitio onde sao inativas a um novo sitio, no qual podem exercer 
seu trabalho. Os exemplos mais dramaticos disso derivam da fosforilagao de receptores de 
tirosina cinases (RTKs) e a subseqiiente atragao de miiltiplas moleculas contendo SH2 dis- 
tintos as fosfotirosinas resultantes. Uma vez ancoradas em tais receptores, muitas dessas mo¬ 
leculas transdutoras de sinal sao aproximadas a outras moleculas que estao associadas a mem- 
brana plasmatica; exemplos deste ultimo sao a molecula Ras (alvo da agao de Sos) e PIPj 
(alvo da agio de PI3K). 

A translocagao de moleculas citoplasmaticas para 0 micleo e outra manifestagao dessa terceira 
classe de mecanismos regulatorios. Por exemplo, neste capitulo, lemos sobre uma serie de 
proteinas distintas, denominadas fatores de transcrigao de “duplo enderego”, que existem em 
formas inativas no citoplasma e podem ser emitidas como fatores de transcrigao ativos (ou 
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componentes destes) ao niicleo. Alguns exemplos disso incluem (l-catenina, NF-kB, os Sma- 
ds, Notch, Gli e os STATs. 

A cinetica com que os sinais sao transduzidos de um si'tio para outro em uma celula tambem 
pode variar consideravelmente. Um mecanismo muito rapido envolve as a^oes das cascatas 
de cinase. Portanto, as MAP cinases citoplasmaticas (MAPKs), incluindo Erks que estao no 
final dessas cascatas, sao ativadas quase imediatamente (em muito menos de um minuto) 
apos o tratamento mitogenico celular, e, apos a ativa^ao, movem-se para o micleo instantane- 
amente. Uma vez la, elas passam a fosforilar e ativar funcionalmente uma serie de fatores de 
transcri^ao chave. 

Uma rota de sinaliza 9 ao um pouco mais lenta, mas muito efetiva, deriva da estrategia, ante- 
riormente citada, de ativar fatores de transcriq;ao dormentes no citoplasma e emiti-los na 
forma ativada para o nucleo. Os mecanismos de sinaliza 9 ao mais lentos dependem da modu- 
la 9 ao da concentraq;ao de proteinas sinalizadoras. Esse modo de regula 9 ao pode ocorrer por 
mudan^as nas taxas de transcri^ao de certos genes, tradu 9 ao e estabiliza^ao de seus mRNAs 
ou estabiliza^ao pos-traducional de seus produtos proteicos. 

O circuito de sinaliza^ao intracelular encontrado neste capftulo parece ser organizado de 
forma similar em varios tipos celulares pelo corpo. Tal fato tern importantes implica 96 es para 
a nossa compreensao sobre cancer e seu desenvolvimento. Mais especificamente, sugere que 
as lifoes bioqui'micas aprendidas a partir do estudo da transforma^ao neoplasica de um tipo 
celular geralmente provara ser aplicavel para uma serie de outros tipos celulares pelo corpo. O 
crescente aciimulo de informa^oes sobre aberra 96 es geneticas de celulas cancen'genas huma- 
nas prove forte suporte para essa no^ao. 

O desenho similar do circuito de regula^ao de crescimento intracelular em diversos tipos 
celulares nos for^a a questionar por que diferentes tipos de celulas se comportam de forma 
tao diferente em resposta a varios sinais externos. Muitas das respostas virao, finalmente, da 
compreensao do espectro de receptores que cada tipo celular apresenta em sua superficie. Em 
princi'pio, o conhecimento do tipo celular espedfico dos receptores de superficie celular e da 
organiza^ao consideravelmente invariavel do circuito intracelular devera nos possibilitar pre- 
dizer os comportamentos de varios tipos celulares apos exposi 9 ao a varios mitogenos e fatores 
de inibifao de crescimento como TGF-P. Similarmente, ao entender o espectro de alelos 
mutantes que coexistem no genoma de uma celula cancen'gena, poderemos ser capazes de 
predizer como tais alelos perturbam o comportamento e como eles conspiram para progra- 
mar o fenotipo celular neoplasico. Na pratica, estamos longe de sermos capazes de faze-lo por 
pelo menos oito razoes: 

1. Neste capi'tulo, descrevemos apenas superficialmente como esses circuitos operam e 
tern conscientemente evitado muitos dos detalhes. Mas tais detalhes sao importantes. 
Por exemplo, passes individuais nessas rotas sao geralmente controlados por miilti- 
plas protemas de a^ao similar, cada qual agindo na transdu^ao de sinal de forma 
levemente diferente das outras. Exemplos disso sao as quatro proteinas Ras estrutural- 
mente distintas, as tres formas de Akt/PKB ou Raf e seu parente proximo, B-Raf Na 
maioria dos cases, permanecemos ignorantes quanto as diferen^as funcionais entre as 
protemas superficialmente similares que operam em uma rota e, portanto, tern uma 
compreensao incompleta de como a rota opera como um todo. 

2. Complexas al^as de retroalimenta^ao positiva e negativa servem para amplificar ou 
atenuar os sinais que passam por cada uma dessas rotas. Abordamos essas rotas breve- 
mente. Possivelmente, as al^as de retroalimenta^ao descobertas ate o presente repre¬ 
sen tarn apenas a ponta de um grande iceberg. Por exemplo, mais de 100 genes que 
codificam fosfotirosinas fosfatases (PTP) foram encontrados no genoma humano. As 
PTPs operam para remover os grupos fosfato ligados pelas 90 tirosinas cinases (TKs) 
presentes em nossas celulas. Nao conhecemos quase nada sobre como estas enzimas- 
chave sao reguladas e quais sao seus varios substratos. 

3. Gada componente em um circuito age como um dipositivo de processamento de sinal 
complexo que e capaz de amplificar, atenuar e/ou integrar os sinais que recebe prove- 
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Figura 6.32 Mapas de sinalizagao 
bidimensionais Ao mesmo tempo que 
descrevemos rotas de sinalizagao como 
cascatas lineares vindas da membrana 
plasm&ica para o nucleo, com pontos de 
ramificagao ocasionais, pesquisas recentes 
revelaram que essas rotas interagem via 
uma serie de conexoes cruzadas e pontos 
de convergencia. Este diagrama, uma 
simplificagao por si so, prove algumas 
pistas dessas conexoes cruzadas. Note, 
por exempio, que a presenga de GSK-3|3, 
que desempenha urn papel central na rota 
Wnt-p-catenina, tambem e regulada por 
proteinas sinalizadoras downstream de 
receptores de tirosina cinase. (Adaptada de 
T. Hunter, Cell 88: 333-346, 1997.) 


nientes upstream em uma rota antes de passa-los a alvos downstream. Nao comegamos 
a entender de uma forma quantitativa como esse processamento de sinal por protei- 
nas transdutoras de sinal opera. 

4. A habilidade de protemas em transduzir sinais de uma para outra e afetada por 
suas concentragoes intracelulares, modificagoes pos-traducionais (como fosforila- 
gao) e localizagao intracelular. Apenas comegamos a explorar as profundezas de 
tal complexidade. 

5. A avaliagao dos tempos de difusao em celulas indica que a transdugao de sinal 
eficiente e rapida e de ocorrencia mais provavel apenas quando proteinas de inte- 
ragao sao co-localizadas na celula. Somente informagoes muito fragmentadas es- 
tao disponlveis sobre as localizagoes intracelulares de muitas dessas protemas e 
suas parceiras de interagao. 

6 . Nenbuma dessas rotas intracelulares opera isoladamente. Em vez disso, cada uma e 
influenciada por conexoes cruzadas com outras rotas, algumas das quais tambem fo- 
ram mencionadas neste capitulo. A busca por estas conexoes cruzadas sera ampla- 
mente discutida ate que as operagoes de cada rota primaria sejam elucidadas. Uma vez 
que tais conexoes cruzadas forem adicionadas aos mapas dessas rotas primarias, os 
desenbos dos circuitos de transdugao de sinal provavelmente irao assemelbar-se a 
uma estrutura de teia (Figura 6.32, por exempio) em vez de uma serie de rotas parale- 
las que iniciam na membrana plasmatica e estendem-se linearmente ate o nucleo. 

7. Mesmo se essas conexoes cruzadas extensas nao existissem, os alvos da sinalizagao - 
alteragoes especlficas no fenotipo celular - sao resultantes de interagoes combinato- 
rias entre rotas de sinalizagao miiltiplas e convergentes. Mais uma vez, essa dimensao 
de complexidade continua a nos deixar perplexos. 

8 . Nossa percepgao de como sinais sao transmitidos por uma celula e provavelmente 
falba. Falamos aqui sobre potentes pulsos de sinalizagao desacelerando rotas de trans¬ 
dugao de sinal e evocando, como alvos, respostas fortes e bem-defmidas em uma 
celula. Na verdade, e provavel que cada cascata de sinalizagao opere em um equillbrio 
dinamico bem-aflnado, em que reguladores positivos e negativos contrabalanceiam 
continuamente um ao outro. Uma entrada de sinalizagao (um estlmulo mitogenico, 
por exempio) pode operar como toque em uma fibra em uma parte de uma teia de 
aranba, que resulta em pequenas reverberagoes em sltios distantes pela teia. Aqui, 
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nem a nossa linguagem nem nossas representa^oes matematicas de sinaliza^ao sao 
suficientes para esclarecer nossa compreensao. 

Muitos pesquisdores em cancer gostariam de ser capazes de desenhar um diagrama completo 
e precise da celula - o esquema que descreve como essas rotas sao interconectadas. Uma 
medida das dificuldades associadas ao desenho dos nos e conexoes desse circuito vem de 
contagens de censos das varias classes de genes no genoma humano. Segundo uma enumera- 
fao, existem 518 genes distintos especificando varies tipos de proteinas cinases; 40% desses 
genes fazem o splicing alternative de mRNAs que codificam variantes estruturais levemente 
diferentes das cinases proteicas, levando a mais de 1.000 distintas cinases proteicas que po- 
dem estar presentes em celulas humanas. Dos 518 genes de cinase, 90 codificam tirosina 
cinases, sendo o resto serina/treonina cinases. Entre as 90 tirosina cinases, 58 funcionam 
como os dominies de sinalizafao de receptores de fator de crescimento. Esses mimeros forne- 
cem algumas medidas da complexidade do circuito de sinaliza 9 ao que sustenta a patogenese 
do cancer, ja que muitas dessas cinases estao envolvidas na regula^ao da prolifera^ao e sobre- 
vivencia celular. 

Indica 96 es de complexidade adicional tern vindo de estudos mais detalhados da bioquimica 
de sinaliza^ao de Ras. Neste capitulo, enfatizamos as a 96 es de Ras em tres importantes rotas 
efetoras, mais especificamente, Raf, PI3 cinase (PI3K) e uma Ral-GEF (algumas vezes cha- 
mada de Ral-GDS); veja as Se 96 es 6.5, 6.6 e 6.7. Entretanto, como as proteinas Ras estao 
sujeitas a um exame bioquimico mais detalhado, esquemas como aqueles apresentados na 
Figura 6.33 emergirao. 

A biologia estrutural tern se tornado praticamente rotineira para determinar as estruturas 
detalhadas de moleculas proteicas, incluindo proteinas de transdu^ao de sinal que desempe- 
nham tais papeis-chave na patogenese do cancer. Visto que a estrutura determina a fun^ao, a 
elucida^ao dessas estruturas enriquecera consideravelmente nossa compreesao de como rotas 
de transdu^ao de sinal operam. Os catalogos dessas estruturas proteicas ainda estao muito 
incompletos, mas isso esta mudando rapidamente, e, no futuro, a informa^ao estrutural de- 



Figura 6.33 Rotas Ras- 
efetoras Analises 
bioquimicas detalhadas da 
forma ativada GTP-ligada 
das proteinas Ras tern 
indicado que essas 
proteinas Ilgam em muitos 
mais do que apenas os tres 
principals efetores da 
sinallzagao de Ras - Raf, 
Ral-GEF e PI3 cinase (PI3K). 
Como esta indicado aqui, 
pelo menos mais oito 
proteinas de interagao com 
Ras foram descobertas, a 
maioria provavelmente 
desempenhando papeis- 
chave na transmissao de 
sinais de Ras para circuitos 
especializados de 
sinallzagao downstream 
envolvidos em fungdes tao 
diversas quanto transcrigao, 
trafego de membranas, 
endocitose e tradugao. 
(Adaptada de M. Malumbres 
e M. Barbacid, Nat. Vet 
Cancer 3: 459-465, 2003.) 
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talhada presente em imagens, como na Figura 6.34, tera grandes impactos em como entende- 
mos as operagoes de circuitos de sinalizagao. 

As difculdades de explicar o comportamento celular em termos do desenho de circuito de 
transdugao de sinal sustenta nossa atual inabilidade em entender outro conjunto de proble- 
mas, estes estando relacionados especificamente a genetica de genomas de celulas cancen'ge- 
nas: por que varies tipos de tumores humanos apresentam tipos altamente especificos de 
alteragoes geneticas? Por que 90% dos carcinomas pancreaticos portam um oncogene K-ras 
mutante, enquanto essa mutagao e vista em apenas uma pequena propor^ao (< 10%) dos 
canceres mamarios? Por que as amplificagoes do receptor EGF e seu parente, HER2/erb2, 
sao encontradas em mais de um ter^o dos canceres mamarios humanos, mas incomumente 
observadas em alguns outros tipos de canceres epiteliais, ainda que esses receptores estejam 
bastante apresentados em muitos tipos de epitelios normais? 

Por que aproximadamente 50% dos carcinomas de colon portam um gene mutante K-ras e 
como os 50% remanescentes desses tumores adquirem um sinal mitogenico comparavel? 
Alguns desses outros tumores tern protelnas mutantes B-Raf ou PI3K. Alem disso, isso deixa 
muitos canceres sem nenhuma alteragao aparente afetando a cascata de sinalizagao Ras —^ 
Raf —> MAPK ou a rota paralela PI3K Akt/PKB. Sera que tais tumores portam lesoes 
geneticas ainda nao reveladas que ativam uma ou outra rota? Ou, alternativamente, sera que 
as celulas nesses tumores sao capazes de proliferar descontroladamente devido a mecanismos 
que nao tern nenhuma relagao com as operagoes dessas rotas em particular? E por que certas 
combinagoes de genes mutantes ou alterados sao encontrados em celulas cancerlgenas, en¬ 
quanto outras combinagoes sao raramente (ou nunca) observadas? 

Finalmente, ha um grande problema na oncologia ch'nica que permanece longe de ser solu- 
cionado: por que certas combinagoes de alelos mutantes e padroes de expressao proteica em 
celulas cancerlgenas anunciam um bom ou mau prognostico para pacientes? Atualmente, 
estamos consideravelmente limitados a notar correlagoes entre esses padroes e resultados cll- 
nicos. Mas correlagoes dificilmente revelam as correntes de causalidade conectando os geno¬ 
mas de celulas cancerlgenas com o comportamento dos tumores que tais celulas criam. E 
provavel que muitos anos se passem antes que esses e outros misterios relacionados sejam 
defmitivamente solucionados. 


Conceitos-chave 

• Sre possui tres domlnios de homologia; SH1 porta a fun^ao catalltica; SH2 age como um 
“receptor” intracelular para fosfotirosinas especlficas cujas singulares identidades sao de- 
terminadas pela seqiiencia oligopeptldica particular nas suas extremidades C’; e SH3 
reconhece e liga certos domlnios ricos em prolina de substrates. 

• Como conseqiiencia da transfosforilagao induzida por ligante, um receptor de tirosina 
cinase apresenta, na sua cauda citoplasmica, um arranjo de fosfotirosinas. Cada fosfotiro- 
sina atrai e liga uma protelna citoplasmica contendo SH2 especlfica. Tal ligagao de pro- 
telnas contendo SH2 permite-lhes interagir com protelnas associadas a membrana plas- 
matica e fosfolipldeos, gerando assim uma variedade de sinais bioqulmicos que podem 
ser transmitidos a varias cascatas de sinalizagao downstream. 

• Sos afeta Ras como um fator de troca de nucleotldeo de guanina (GEE): ela induz Ras a 
trocar GDP por GTR dessa forma ativando-o. Duas protelnas de ligagao. She e Grb2, 
formam uma ponte flsica entre um receptor fosforilado na tirosina e Sos. Isso traz Sos a 
uma posigao para interagir com protelnas Ras, a maioria estando ligada a face interna da 
membrana plasmatica. 

• Tres das principais cascatas de sinalizagao downstream emanam de Ras ativada via ligagao 
de sua alga efetora com parceiras de sinalizagao downstream — os efetores Ras; estes sao a 
Raf cinase, fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K) e Ral-GEF. 

• Raf fosforila residues em MEK. O MEK ativado resultante fosforila e ativa as cinases 
extracelulares ativadas por sinal 1 e 2 (Erkl e 2), que fosforilam outros substrates. Erk 1 
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Figura 6.34 Estrutura de uma rota de sinalizagao A rota de sinalizagao que 
passa de EGF para a ativagao da sinalizagao por p-catenina pode agora ser 
descrita em termos das estruturas detalhadas de todas as proteinas 
participantes, tendo quase todas sido determinadas por cristalografia de raios 
X. Os detalhes dessas estruturas serao brevemente integrados na nossa 
compreensao de como sinais fluem atraves de rotas como esta. Note que a 
estrutura da porgao central de She nao foi determinada e que a estrutura de 
PI3K apresentada aqui revela a estrutura de PI3 Ky, que esta intimamente 
relacionada com, mas distinta de, PI3Ks que sao ativadas por receptores de 
tirosina cinases. (EGF-R, cortesia de R. Latek, de J. Stamos et al., J. Biol. Chem. 
2.11'. 46265-46272, 2002; She, cortesia de K.S. Ravichandran; Grb2, de S. 
Maignan et al., Science 268: 291-293, 1995; Sos, de S.M. Margarit et al., Cell 
112: 685-695, 2003; Ras, de T. Schweins et al., J. Mol. Biol. 266: 847-856, 1997; 
Akt/PKB, de J. Yang et al., Nat. Struct. Biol. 9: 940-944, 2002; GSK-3p, de E. Ter 
Flaar et al., Nat. Struct. Biol. 8: 593-596, 2001; p-catenina, cortesia de FI.J. Choi 
e W.L. Weis.) 


e 2 sao MAPKs (protemas cinases ativadas por mitogenos) e, portanto, a cascata de sina¬ 
lizagao e geralmente chamada uma rota MAPK. 

• A rota fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K) depende de cinases que fosforilem um fosfolipi- 
deo e seja importante na supressao de apoptose e na promogao do crescimento (em tama- 
nho) de celulas. PI3K fosforila fosfatidilinositol (PI) mergulhado na membrana, ao con- 
verte-lo em PIPj. Akt/PKB e atrafdo a PIP^ via seu dommio de homologia a plecstrina 
(PH), torna-se fosforilado e passa a ativar uma serie de protemas que estimulam o cresci¬ 
mento e a proliferagao celular e a inibigao da apoptose. O mVel de PIPj e normalmente 
mantido baixo em celulas pelas fosfatases, notavelmente PTEN. Isso sugere duas formas 
nas quais essas rotas podem tornar-se desreguladas em celulas cancerigenas — hiperativa- 
gao de PI3K ou inativagao de PTEN. 

• Entre as protemas citoplasmicas que utilizam seus domi'nios PH para associar-se a PIP 3 , 
estao os grupos de GEFs que funcionam analogamente a Sos ao ativar varias GTPases; 
nesse caso, tres pequenas protemas G que pertencem a fami'lia Rho — Rho, Rac e Cdc42. 
Protemas Rho ativadas participam da reconfiguragao do citoesqueleto e das ligagoes que 
as celulas fazem com sua vizinhanga. 

• Na terceira rota regulada por Ras, a comunicagao entre Ras e Ral e mediada por Ral- 
GEFs. Ao ligar Ras ativada, Ral-GEF torna-se localizada proxima a superffeie interna da 
membrana plasmatica e e submetida a uma alteragao conformacional que induz Ral a 
esconder seu GDP e ligar GTP Ral passa entao a ativar alvos downstream (Gdc42 e Rac, 
por exemplo). 

• Receptores para citocinas carecem de domfnios tirosina cinase covalentemente associados 
e, em vez disso, formam complexes com TKs da classe Jak, que fosforilam STATs (trans- 
dutores de sinal e ativadores de transcrigao). Os STATs formam di'meros e migram para o 
nucleo, onde funcionam como fatores de transcrigao de genes envolvidos no crescimento 
e sobrevivencia celular. 
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• Enquanto receptores de tirosina cinase ligam GFs, integrinas ligam componentes da ECM, 
que podem levar a formagao de adesoes focais e ativagao de cinase de adesao focal (FAK), 
um nao-receptor de TK associado as caudas citoplasmicas de integrinas. Os residues de 
fosfotirosina resultantes em FAK fornecem um sitio de ancoragem para Sre, que fosfori- 
1am tirosinas FAK adicionais, provendo sitios de ancoragem para outras moleculas con- 
tendo SH2 e ativagao de alvos downstream, incluindo Ras e PI3K. 

• A rota controlada por fatores Wnt permite que as celulas permanegam em um estado 
relativamente indiferenciado - um importante atributo de certas celulas cancerigenas. 
Agindo a partir de receptores Frizzled, Wnt suprime a atividade de glicogenio sintase 
cinase-3P (GSK-3P), que, do contrario, fosforilaria uma serie de substratos-chave, in¬ 
cluindo P-catenina e ciclina Dl, marcando-as para destruigao. A P-catenina poupada 
move-se para o nucleo e ativa a transcrifao de genes de estimulagao de crescimento chaves 
ao ligar-se a proteinas Tcf/Lef. 

• Ao ligar seus ligantes extracelulares, GPCRs ativam proteinas G heterotrimericas cito¬ 
plasmicas cujas subunidades a trocam seus GDP por GTP. A subunidade Ga dissocia-se 
entao de suas duas parceiras (CP + Gy) e passa a ativar ou inibir uma serie de enzimas 
citoplasmicas (p. ex., Sre, adenilato ciclase, fosfolipase C), tendo efeitos mitogenicos ou 
antimitogenicos, enquanto o dimero CP + Gy ativa seus proprios efetores, incluindo 
PI3Ky, PLC-P, Sre, Rho-GEFs. 

• O sistema de sinalizagao do fator nuclear kB (NF- kB) depende da formagao de homo e 
heterodimeros de NF-kB no citoplasma. O inibidor de NF-kB (IkB) geralmente seques¬ 
tra NF-kB no citoplasma, mas, em resposta a sinalizagao, e marcado para destruigao pela 
IkB cinase (IKK). Isso deixa NF-kB livre para migrar para o nucleo, onde ativa a expres- 
sao de pelo menos 150 genes, alguns dos quais especificando proteinas antiapoptoticas 
chave. NF-kB tambem funciona na forma mitogenica ao induzir a expressao dos genes 
myc e ciclina D1. 

• Ao ligar um de seus ligantes. Notch e clivado duas vezes, liberando um fragmento cito- 
plasmico que migra para o nucleo e funciona como parte de um complexo de fator de 
transcrifao. A quebra do receptor ativado significa que, diferentemente de RTKs, cada 
Notch pode descarregar apenas uma vez ao ligar uma molecula ligante. 

• A ligagao do receptor Patched por um ligante Idedgehog faz com que Patched libere a 
proteina Smoothened da inibigao. Smoothened emite entao sinais dowstream que prote- 
gem a proteina Gli citoplasmica da clivagem. A Gli intacta pode entao migrar para o 
nucleo, onde funciona como um ativador da transcri^ao, enquanto Gli clivado produz 
um fragmento que age como um repressor transcricional. 

• A rota de sinalizagao TGF-P envolve o despachamento de fatores de transcri^ao Smad 
citoplasmicos para o nucleo, onde ajudam a ativar um grande contingente de genes. Essa 
rota desempenha um importante papel na patogenese de muitos carcinomas, tanto nos 
estagios primarios, quando TGF-P age para controlar a proliferagao celular, quanto pos- 
teriormente, quando contribui para a invasividade celular tumoral. 

• As rotas descritas funcionam de uma forma combinada para garantir que a proliferagao 
ocorra no lugar e na bora certa durante o desenvolvimento; diferentes tipos celulares 
utilizam diferentes combinagoes de rotas para regular seu crescimento e divisao. 

• Em resumo, sinais sao transduzidos a partir das varias rotas a partir da (1) modulagao da 
atividade intrinseca de moleculas sinalizadoras por modificagoes nao-covalentes (ligagao 
de GTP por Ras, por exemplo), dimerizagao do receptor ou modifica^ao covalente (fos- 
forilagao de MEK por Raf, por exemplo); (2) modulagao da concentra^ao de uma mole¬ 
cula sinalizadora (aumento da concentragao e PIPj por PI3K e decrescimo por PTEN, 
por exemplo); (3) regulagao da localizagao intracelular de moleculas sinalizadoras (atra- 
gao de moleculas contendo SH2 distintas por RTKs fosforiladas; translocagao de mole¬ 
culas citoplasmicas para o nucleo, por exemplo). 
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Questoes elaboradas 


1. Que mecanismos moleculares foram desenvolvidos para garan- 
tir que os sinais cursando pela cascata de sinaliza^ao alcancem o 
alvo apropriado em vez de serem transmitidos nao-especifica- 
mente para alvos “nao-intencionados” no citoplasma? 

2. Quantos mecanismos moleculares distintos voce pode citar 
que levam a conversao de um proto-oncogene em um onco¬ 
gene ativo? 

3. Por que muta^oes pontuais em oncogenes ras sao confinadas 
tao estreitamente a um pequeno mimero de nucleoti'deos, en- 
quanto muta^oes pontuais em outras protemas relacionadas ao 
cancer sao geralmente bem mais distribuldas pelas bases de lei- 
tura que codificam essas outras protemas? 

4. Que fatores determinam o tempo de vida de um estado ativado 
de uma oncoprotema Ras? 


5. O tratamento de celulas com proteases que clivam o ectodomf- 
nio de E-caderina geralmente resulta em rapidas mudan 9 as na 
expressao genica. Como voce pode racionalizar essa, dado o 
que sabemos sobre essa protei'na de superffcie celular? 

6 . Que mecanismos encontramos que garantem que um sinal ini- 
ciado por um receptor de fator de crescimento pode ser consi- 
deravelemente amplificado como o sinal que e transduzido 
adiante em um cascata de sinaliza^ao no citoplasma? De forma 
contraria, que cascata(s) de sinaliza^ao limita(m) fortemente a 
posslvel amplifica^ao de um sinal iniciado na superffcie celular? 

7. Que parametros quantitativos que descrevem protemas transduto- 
ras de sinal individuals precisarao ser determinados antes que o 
comportamento da cascata de sinalizaQo formado por essas pro¬ 
temas possa ser previsto a partir de modelagem matematica? 
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Capitulo 7 


Genes Supressores de Tumor 


“Deixe-me adicionar... uma considerajao da heranga de tumores... Para que 
um tumor possa surgir em tais casos, os elementos homologos nas duas series 
de cromossomos devem ser enfraquecidos do mesmo jeito.” 

Theodor Boveri, patologista, 1914 


A descoherta de proto-oncogenes e oncogenes proporcionou uma explica^ao simples e 
poderosa de como a prolifera^ao de celulas e dirigida. As protelnas codificadas por proto¬ 
oncogenes participam de varias maneiras do recehimento e processamento de sinais estimu- 
ladores de crescimento que surgem no amhiente extracelular. Quando esses genes sofrem 
mutafoes, o fluxo de sinais promotores de crescimento liberados por essas protelnas torna-se 
desregulado. Em vez de emiti-los em grandes quantidades cuidadosamente controladas, as 
oncoprotelnas liberam uma corrente estacionaria de sinais estimuladores de crescimento, 
resultando na incessante prolifera^ao associada as celulas cancerosas. 

A logica que embasa sistemas de controle bem-desenhados dita, entretanto, que os compo- 
nentes que promovem um processo sejam contrabalanceados por outros que se opoem ao 
processo. Sistemas biologicos parecem tambem seguir essa logica, o que nos leva a concluir 
que os genes promotores de crescimento que discutimos ate agora propiciam apenas parte da 
historia do controle de crescimento celular. 

Na decada de 1970 e comedo da de 1980, certas evidencias experimentais sobre genetica 
de celulas cancerosas come^aram a se acumular, sendo diflcil reconcilia-las com as pro- 
priedades conhecidas dos oncogenes. Essas evidencias apontaram para a existencia de 
um segundo, fundamentalmente diferente, tipo de gene controlador de crescimento - 
um que opera para restringir ou suprimir a prolifera^ao celular. Os genes de anticresci- 
mento vieram a ser chamados de genes supressores de tumor. Seu envolvimento em 
forma^ao de tumor pareceu acontecer quando foram desativados ou perdidos. Uma vez 
que uma celula perde um desses genes, ela torna-se liberada de seus efeitos supressores de 
tumor. Agora, quase tres decadas depois, percebemos que a desativa^ao de genes supres- 
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sores de tumor desempenha um papel na patogenese do cancer, o qual e tao importante 
para este quanto a ativa^ao de oncogenes. Na verdade, a perda desses genes do genoma 
de uma celula pode ser ate mais importante do que a ativa^ao de oncogenes para a for- 
ma^ao de muitos tipos de celulas cancerosas humanas. 

7.1 Experimentos de fusao celular indicam que o fenotipo 
cancerfgeno e recessive 

O estudo de viroses tumorais na decada de 1970 revelou que esses agentes infecciosos carre- 
gavam um numero de genes indutores de cancer, especialmente oncogenes virais, os quais 
agiam de forma dominante quando genomas virais eram introduzidos em celulas previamen- 
te normals (veja o Capi'tulo 3). Em particular, a introdufao de um genoma de virus tumoral 
em uma celula normal resultaria em uma transformaq:ao de tal celula. Essa resposta significa- 
va que oncogenes virais poderiam ditar comportamento celular apesar da presen 9 a e expres- 
sao continuada de genes celulares opostos na celula infectada, os quais geralmente funciona- 
vam para assegurar a prolifera^ao celular normal. Como os oncogenes virais podiam sobre- 
pujar os genes celulares, por defini^ao os genes virais eram capazes de induzir um feno¬ 
tipo dominante - eles estavam mediando uma transforma^ao celular. Isso sugeria, por 
extensao, que o crescimento de celulas cancerosas era um fenotipo dominante em con- 
traste com o crescimento celular normal (tipo selvagem), o qual foi portanto considera- 
do recessivo (veja a Se^ao 1.1). 

Alem disso, esses estudos de transforma^ao celular induzida por virus tumorais falharam 
na modelagem precisa de mecanismos geneticos que pareciam ser responsaveis pela for- 
ma^ao da maioria dos tumores humanos. Como suspeitado aquela epoca, e refor^ado 
por pesquisas na decada de 1980, muitos canceres humanos pareciam nao surgir como 
conseqiiencia de infec^oes por virus tumorais. Para muitos, isso deixou sem resposta a 
questao fundamental da genetica de canceres humanos. Assim, se canceres humanos nao 
eram causados por virus tumorais, entao as li^oes ensinadas pelo estudo destes poderiam 
ser tambem irrelevantes para entender como surgiam os tumores humanos. Nesse caso, 
seria necessario livrar-se de todos os conceitos previos de como um tumor come^a e 
admitir a possibilidade de que o fenotipo cancerigeno era, com igual probabilidade, uma 
caracteristica dominante ou recessiva. 

Uma pista inicial da importancia de alelos recessivos indutores de tumor veio de experimen¬ 
tos realizados na Universidade de Oxford, Gra-Bretanha. Compara^oes significativas de dois 
alelos alternativos e fenotipos especificados podem ocorrer somente quando ambos os alelos 
sao for^ados a coexistir dentro da mesma celula ou organismo. Na genetica mendeliana, 
quando o alelo de um gene que especifica um fenotipo dominante e justaposto a outro alelo 
que especifica um fenotipo recessivo, o alelo dominante, por defmi 9 ao, prevalece - a celula 
responde expressando o fenotipo do alelo dominante (Se^ao 1.1) 

A tecnica de fusao celular foi bastante adequada para for 9 ar o confronto entre os alelos 
especificando crescimento normal e aqueles direcionando prolifera 9 ao maligna. Nesse 
procedimento, celulas de dois diferentes fenotipos (e freqiientemente de diferentes ge- 
notipos) sao cultivadas juntas em uma placa de Petri (Figura 7.1). Um agente e entao 
usado para induzir fusao das membranas plasmaticas das celulas que estiverem crescendo 
proximas umas as outras na monocamada celular. O agente fusionante pode ser um com- 
posto quimico, como polietileno glicol, ou uma glicoproteina viral, como aquelas pre- 
sentes na superficie de certos paramixovirus, como o virus Sendai. Se apenas duas celu¬ 
las estao proximas uma a outra, e suas membranas plasmaticas estao em contato, o 
resultado do tratamento com um agente fusionante sera uma celula grande com um 
linico citoplasma e dois micleos, geralmente denominado um sincicio (Figura 7.2). 
Se muitas celulas estiverem proximas umas as outras na monocamada de celulas sendo 
tratada, todas as suas membranas plasmaticas se tornarao fusionadas para criar um sinci¬ 
cio linico — uma celula mononucleada gigante (um policarion) com um citoplasma ex- 
tremamente grande. 
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Esses agentes fusionantes agrupam celulas indiscriminadamente, de modo que duas cdulas 
identicas podem ser fusionadas uma a outra ou dois tipos diferentes de celulas podem tornar- 
se fusionados. Se as duas celulas participantes dessa uniao forem de diferentes origens, entao 
a celula hi'brida resultante e chamada heterocarion, para refletir o fato de que ela carrega dois 
niicleos geneticamente distintos. Abordagens geneticas podem ser entao usadas para selecio- 
nar uma celula fusionada que adquiriu dois nucleos geneticamente distintos e, ao mesmo 
tempo, eliminar celulas que falbaram na fusao ou carregam dois nucleos identicos. For exem- 
plo, cada tipo de celula pode carregar um marcador genetico que permita que ela resista a um 
agente antibiotico particular ao qual seria normalmente sensivel. Em tal exemplo, apos as 
duas popula^oes de celulas serem misturadas e sujeitas a fusao, apenas beterocarions sobrevi- 
verao quando a cultura for exposta aos dois antibioticos. 
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Figura 7.1 Fusao experimental de celulas 
Quando celulas crescendo adjacentes 
umas as outras em culturas de 
monocamadas sao expostas a um agente 
fusogenico, como virus Sendai inativo ou 
polietileno glicol (PEG), elas inicialmente 
formam um heterocarion com multiplos 
nucleos; a formagao de tal celula com dois 
nucleos e mostrada aqui. Quando esta 
celula subsequentemente passa por 
mitose, os dois conjuntos de cromossomos 
parentais sao reunidos em um nucleo 
unico. Durante a propagagao das celulas 
tetraploides resultantes em cultura, as 
celulas descendentes com frequencia 
perdem alguns de seus cromossomos, 
reduzindo assim seu complemento 
cromossomico a um estado quase triploide 
ou hiperdiploide {nao-mostrado). 


Figura 7.2 Aparenoia de celulas fusionadas 
experimentalmente Produtos iniciais tipicos 
de celulas cultivadas fusionadas ufilizando- 
se um agente fusogenico (Figura 7.1; virus 
Sendai inativo, neste caso) sao vistos aqui. 
Q uso de meios de selegao e marcadores 
genicos selecionaveis podem assegurar a 
sobrevivencia de uma celula bi ou 
multinucleada carregando nucleos 
derivados de dois tipos distintos de celulas 
parentais. Q uso desses marcadores 
genicos garante a eliminagao de celulas 
fusionadas cujos nucleos derivam de 
somente um ou outro tipo de celula 
parental. Se uma celula hibrida e viavel, os 
complementos dos cromossomos sao 
misturados em um unico nucleo durante a 
mitose subsequente. (A) Nesta imagem, 
celulas NIFI 3T3 isotopicamente marcadas 
de camundongo foram fusionadas com 
celulas de rim de macaco, resultando em 
uma celula com dois nucleos distintos. Q 
nucleo do camundongo (maior) e 
identificado pelos graos prateados que 
foram formados durante uma subsequente 
auto-radiografia. (B) Policarions podem se 
former com igual ou maior frequencia 
seguindo tais fusoes, mas sao geralmente 
incapazes de proliferar e gerar progenie. 
Este policarion contem nove nucleos 
(sefas). (Cortesia de S. Rozenblatt.) 
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Figura 7.3 Dominancia e recessividade do 
fenotipo tumorogenico 0 uso de fusao 
celular para testar a dominancia ou 
recessividade do fenotipo da celula 
cancerosa pode, em teoria, gerar duas 
diferentes consequencias - celulas hibridas 
tumorogenicas ou nao-tumorogenicas. De 
fato, quando celulas de cancer derivam da 
maioria dos tipos de tumores humanos 
nao-induzidos por virus (ou de tumores de 
roedores induzidos quimicamente) foram 
usadas nestas fusoes, as celulas hibridas 
foram nao-tumorogenicas. Em contraste, 
quando as celulas de cancer derivaram de 
tumor induzido por virus, as hibridas foram 
geralmente tumorogenicas. 



celula hibrida e 
tumorogenica, portanto 
os alelos cancerigenos 
sao dominantes 


celula hibrida nao 
e tumorogenica, 
portanto os alelos 
cancerigenos sao 
recessivos 


Enquanto celulas com grande mimero de micleos sao geralmente inviaveis, aquelas com ape- 
nas dois micleos sao freqiientemente viaveis e crescerao. Quando elas entrarem subseqiiente- 
mente em mitose, as duas membranas nucleares se partirao, os dois conjuntos de cromosso- 
mos se reunirao em um aparato mitotico comum linico e cada celula-fdha resultante recebera 
um micleo linico com complementos cromossomicos originarios de ambos os tipos de cdu- 
las-mae. Podemos imaginar a construgao de um heterocarion formado pela fusao de uma 
celula cancen'gena com uma celula tipo selvagem. Na celula resultante, os genes mutantes 
causadores de cancer de uma celula-mae confrontam diretamente os alelos tipo selvagem 
(governando a proliferapao celular normal) da outra mae, ja que ambos os grupos de genes 
coexistem no mesmo genoma (Figura 7.3). 

Algumas combinapoes de celulas hibridas formam genomas que sao inicialmente tetraploi- 
des, tendo recebido um genoma diploide completo de cada celula-mae. Com freqiiencia, 
durante a propaga^ao subseqiiente de tais celulas em cultura, elas irao progressivamente per- 
der cromossomos e se aproximar de forma gradual de um complemento cromossomico sub- 
tetraploide ou ate mesmo triploide, uma vez que essas linhagens de celulas hibridas comegam 
suas vidas com bem mais cromossomos do que realmente precisam para crescer e sobreviver. 
As vezes, os cromossomos de uma celula-mae sao preferencialmente perdidos. Por exemplo, 
quando celulas humanas e de camundongo sao fusionadas, as celulas hibridas descendentes 
perdem cromossomos humanos progressivamente ate que uma pequena minoria de cromos¬ 
somos seja de origem humana. 

Usando a tecnica de fusao celular, cdulas hibridas de diversas origens, incluindo ate 
hibridos humano-galinha, podem ser feitas. Celulas da fase Gj do ciclo celular foram 
fusionadas com celulas em fase M para ver qual fase do ciclo celular continha os contro- 
les dominantes. Cdulas nao-diferenciadas foram fundidas com celulas mais diferencia- 
das para determinar qual fenotipo dominava. Para nos, entretanto, os resultados de ape- 
nas um tipo de experimento sao de interesse especial: como cresceram celulas hibridas 
normais + tumorogenicas? 

As apostas aquela epoca eram de que um fenotipo potente e dominador como o cancer seria 
dominante quando oposto ao fenotipo da celula de crescimento normal (veja a Figura 7.3). 
Nesse exemplo, aquelas apostas estavam erradas. Em varios experimentos, quando celulas de 
tumor foram fusionadas com celulas normais, as celulas tetraploides ou subtetraploides resul- 
tantes perderam a habilidade de formar tumores quando injetadas em hospedeiros animals 
apropriados. Isso significou, bastante inesperadamente, que o fenotipo celular maligno era 
recessivo ao fenotipo tipo selvagem de crescimento normal. 
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A notavel exce^ao a tais observances surgiu quando as celulas-mae cancengenas foram previa- 
mente transformadas por virus de tumor. Nessas ocasioes, o fenotipo tumoral (criado pelos 
oncogenes virais adquiridos) dominou nas celulas hi'bridas. Assim, a conclusao sobre fenoti- 
pos normals versus cancerosos foi sutilmente modificada e estreitada: se a celula cancerfgena 
originalmente surgisse sem o envolvimento de um virus tumoral, entao seu fenotipo maligno 
seria recessive quando ela fosse fusionada com a celula normal. 


7.2 A natureza recessiva do fenotipo da celula cancerfgena 
requer uma explica^ao genetica 

De fato, um modelo genetico simples poderia ser evocado para explicar essas observances. 
Isso dependia da observanao, feita muitas vezes em genetica, de que o fenotipo de um alelo 
mutante inativo e recessive na presenna de um alelo tipo selvagem intacto. 

Foi feita a seguinte hipotese. Imagine que celulas normals carreguem genes que restrin- 
jam ou suprimam sua proliferanao. Durante o desenvolvimento de um tumor, as celulas 
de cancer evoluindo perdem ou desativam um ou mais desses genes. Uma vez que eles 
sao perdidos, a proliferanao das celulas cancen'genas acelera, nao mais sendo freada pela 
anao deles. Enquanto as celulas cancen'genas estiverem sem tais genes, elas continuarao a 
proliferar-se de maneira maligna. No entanto, no momento em que versoes tipo selva¬ 
gem intactas desses genes novamente operam na celula cancen'gena, apos serem introdu- 
zidas pela tecnica de fusao celular, a proliferanao da celula, ou pelo menos sua babilidade 
de formar tumores, cessa abruptamente. 

Visto que as versoes tipo selvagem desses genes hipoteticos sao antagonicas ao fenotipo can- 
cen'geno, tais genes foram chamados de genes supressores de tumor (TSGs). Houve argu- 
mentos a favor e contra a existencia de genes supressores de tumor. A seu favor estava o fato 
de que e muito mais facil desativar um gene por uma variedade de mecanismos mutacionais 
do que hiperativar seu funcionamento por meio de uma mutanao. Por exemplo, um proto¬ 
oncogene ras pode ser (hiper)ativado apenas por uma mutanao pontual que afeta seus codons 
12, 13 ou 61 (Senao 5.9). Em contraste, um gene supressor de tumor, ou qualquer outro 
gene, pode ser prontamente desativado por mutanoes pontuais em muitos si'tios nas suas 
seqiiencias codificadoras de protema ou por delenoes aleatorias que extraiam blocos de nu- 
cleoti'deos dessas seqiiencias. 

O caso logico contra a existencia de genes supressores de tumor derivou do estado di- 
ploide do genoma de celulas de mami'feros. Se alelos mutantes inativos de genes supres¬ 
sores de tumor realmente desempenhassem um papel no crescimento de celulas canceri- 
genas, e se esses alelos fossem recessivos, uma celula tumoral nao se beneficiaria da ina- 
tivanao de somente uma de suas duas copias de um gene supressor de tumor, ja que o 
alelo mutante recessive coexistiria com um alelo tipo selvagem dominante em tal celula. 
Logo, parecia que ambas as copias tipo selvagem de um dado gene supressor de tumor 
precisariam ser eliminadas por uma celula cancerfgena aspirante antes de ela verdadeira- 
mente beneficiar-se da inativanao. 

Esse requerimento para duas alteranoes geneticas separadas parecia complexo e improvavel 
demais para ocorrer em um razoavelmente curto perfodo. Uma vez que a probabilidade de 
ocorrencia de duas mutanoes e o quadrado da probabilidade de ocorrencia de uma linica, 
parecia altamente improvavel que genes supressores de tumor pudessem ser totalmente desa- 
tivados durante o tempo necessario para a formanao de tumores. Por exemplo, se a probabi¬ 
lidade de desativar uma unica copia de um gene por mutanao esta na ordem de lO'*^ por 
geranao celular, a probabilidade de silenciar ambas as copias esta na ordem de 10"'^ por 
geranao - excessivamente improvavel, dado o pequeno tamanho de populanoes de celulas 
cancen'genas incipientes, as multiplas alteranoes geneticas necessarias para formar um tumor 
humano e o longo tempo durante o qual celulas multiplamente mutadas expandem-se em 
tumores clinicamente detectaveis. 
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Figura 7.4 Retinoblastomas pediatricos For 
razoes desconhecidas, defeitos no gene Rb 
levam preferencialmente a formagao de 
tumores pediatricos na retina, urn tecido 
pequeno altamente especializado, embora 
0 gene Rb seja ativo em governar 
proliferagao celular em muitos tipos de 
celulas no corpo. (A) Os tumores surgem 
de uma celula-tronco oligopotencial 
precursora de multiplos tipos de celulas da 
retina, incluindo bastoes e cones. Essa 
celula-tronco pode ser precursora de todas 
as celulas vistas aqui ou apenas de urn 
subconjunto delas. Esta micrografia revela 
uma secgao cruzada da retina mostrando, 
a partir da parte posterior do globo ate a 
parte anterior do olho (de cima para baixo), 
epitelio pigmentado (PE), camada nuclear 
externa (ONE), camada nuclear interna 
(INL), camada plexiforme interna (IPL) e 
camada celular ganglionica (GCL). (Os 
nucleos dos bastoes e cones estao 
localizados na ONE, com os 
fotorreceptores [verde-escura] estendendo- 
se para cima na diregao do PE.) (B) Uma 
secgao do globo ocular na qual urn grande 
retinoblastoma desenvolveu-se. (C) Urn 
retinoblastoma pode apresentar-se 
inicialmente na cllnica como algo opaco 
que obscurece a retina. (A, de S.W. Wang 
et al., Development 129:467-477, 202; B, C, 
cortesia de TP Dryja.) 
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7.3 O tumor retinoblastoma fornece uma solu^ao para o 

“quebra-cabe^a” genetico dos genes supressores de tumor 

Os argumentos pro e contra o envolvimento de genes supressores de tumor em desenvolvi- 
mento tumoral nunca poderiam ser resolvidos pela tecnica de fusao celular. Essa estrategia 
experimental, sozinha, oferecia pouca perspectiva de encontrar e isolar genes espedficos cujas 
propriedades pudessem ser estudadas e usadas para apoiar a hipotese dos genes supressores de 
tumor. No fim, as informagoes importantes vieram do estudo de um raro tumor ocular in- 
fantil, o retinoblastoma. 

Esse tumor da retina, originando-se nos precursores de celulas fotorreceptoras, e nor- 
malmente observado em cerca de uma em 20 mil criangas (Figura 7.4). Ele e diagnosti- 
cado a qualquer momento a partir do nascimento ate a idade de 6 a 8 anos, apos o que a 
doenga e raramente encontrada. A smdrome do tumor (i. e., um grupo de caracten'sticas 
clmicas) aparece de duas formas. Algumas criangas — aquelas que nascem em famflias 
sem historico de retinoblastoma — apresentam um tumor unico em um ou no outro 
olho. Se esse tumor e eliminado, ou por radiagao ou por remogao do olho afetado, a 
crianga nao corre mais risco de retinoblastoma e de tumores em outras partes do corpo. 
Como esse tumor ataca criangas sem historico familiar, ele e considerado uma manifes- 
tagao da forma esporadica da doenga. (Uma vez que esta forma afeta somente um olho, 
ela e chamada de retinoblastoma unilateral.) 

A forma familial de retinoblastoma aparece em criangas que possuem pai ou mae que 
tambem tinha a doenga e se curou. Nesse caso, ha geralmente multiplos focos de tumor 
nos dois olhos (sendo, portanto, chamado de retinoblastoma bilateral). Alem disso, a 
cura dos tumores oculares, a qual pode ser realizada por radiagao ou cirurgia, nao prote¬ 
ge essas criangas de um risco extremamente aumentado (mais de 500 vezes acima do 
normal) de canceres osseos (osteossarcomas) durante a adolescencia e de uma suscetibi- 
lidade elevada a desenvolver ainda outros tumores posteriormente (Figura 7.5A). Aque- 
les que sobrevivem a esses tumores e tornam-se adultos sao geralmente capazes de se 
reproduzir; na metade de sua prole, a forma familial de retinoblastoma novamente apa¬ 
rece (Figura 7.5B). 

Essa forma familial de retinoblastoma e passada de uma geragao para a proxima de forma 
semelhante ao comportamento de um alelo mendeliano dominante. Na verdade, uma 
forma de retinoblastoma indistinguivel da doenga familial pode ser vista em criangas 
sem historico na fami'lia. Nessas criangas, parece que mutagoes ocorrem de novo durante 
a formagao de um espermatozoide ou um ovulo, fazendo com que a crianga adquira a 
mutagao causadora do cancer em todas as suas celulas. Isso cria uma situagao genetica 
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que e identica aquela que ocorre quando o alelo mutante ja esta presente no genoma do 
pai ou da mae e e transmitido via espermatozoide ou ovulo para a prole. (A grande 
maioria dessas mutapoes de novo sao de origem paterna, aparentemente porque muito 
mais ciclos de divisao celular precedem a formapao de um espermatozoide do que a 
formapao de um ovulo; cada ciclo de crescimento e divisao celular apresenta um risco de 
erros na replica^ao de DNA que resultam em muta^oes.) 


Figure 7.5 Retinoblastoma unilateral versus 
bilateral (A) Criangas com retinoblastoma 
unilateral e sem um pai afetado sao 
consideradas como tendo a forma 
esporadica da doenga, enquanto aquelas 
com retinoblastoma bilateral sofrem de uma 
forma familial. Neste grafico, os cursos 
cllnicos de um grupo de 1.601 pacientes de 
retinoblastoma que foram diagnosticados 
entre 1914 e 1984 foram seguidos. Como 
mostrado, aqueles curados de fumores 
bilaterais {linha vermelha) tern um risco 
maior de desenvolver outros tumores em 
uma variedade de brgaos do que tern 
aqueles com tumores unilaterais {linha 
azul). (Uma porgao desse elevado risco e 
atribuivel a tumores que surgiram nas 
regioes proximas aos olhos devido a 
radioterapia [I. e., tratamento por irradiagao 
de raios X] usada para eliminar o 
retinoblastoma quando esses individuos 
eram jovens.) (B) Esta genealogia mostra 
geragoes multiplas de uma famflia afetada 
com retinoblastoma familial, uma doenga 
que geralmente atinge apenas 1 em 20 mil 
criangas. Tais genealogias de geragoes 
multiplas foram raramente observadas 
anfes do advento da medicina moderna, a 
qual permitiu que uma crianga afefada 
fosse curada da doenga e, portanto, 
atingisse a idade reprodutiva. Machos 
iquadrados), femeas {circulos), individuos 
afetados {circulos ou quadrados verdes), 
individuos nao-afetados {circulos ou 
quadrados brancos). (A, de R.A. Kleinerman, 
M.A. Tucker, R.E. Tarone efa/., J. Clin. Oncol. 
23:2272-229, 2005; B, cortesia de TP Dryja.) 


Pelo estudo da cinetica com a qual tumores retinais apareciam em criangas afetadas pela 
versao familial ou pela esporadica da doenga, Alfred Knudson concluiu, em 1971, que a taxa 
de aparecimento de tumores familiais era consistente com um evento aleatorio unico, en¬ 
quanto os tumores esporadicos comportavam-se como se dois eventos aleatorios fossem ne¬ 
cessaries para sua formagao (Figura 7.6). 

Essas cineticas levaram a uma dedugao - na verdade, uma especulagao. Digamos que haja um 
gene chamado Rb, cuja mutagao esteja envolvida na causa de retinoblastomas infantis. Pode- 
mos tambem imaginar que as mutagoes que envolvem o gene Rb em desenvolvimento de 
tumor invariavelmente criam alelos inativos e recessivos deste gene. Se os alelos de Rb que 
predispoem ao tumor sao mesmo recessivos, entao ambas as copias do gene Rb devem ser 
nocauteadas antes que uma celula da retina inicie a proliferagao descontrolada que acaba 
resultando em um tumor de retina (Figura 7.7). 


Em criangas que herdam uma constituigao genetica tipo selvagem de seus pais, a formagao de 
um retinoblastoma requerera duas alteragoes geneticas sucessivas em uma linhagem de celu- 
las retinais para desativar as duas copias previamente funcionais do gene Rb - isto e, duas 
mutagoes somaticas (veja a Figura 7.7). Essas dinamicas serao bem diferentes em metade das 
criangas nascidas em uma familia na qual retinoblastoma familial esta presente. Em tais criangas, 
podemos imaginar que uma das duas mutagoes requeridas no gene Rb foi passada pela linha¬ 
gem germinativa de um dos pais para o ovo fertilizado. Esse gene Rb mutante e, portanto, 
implantado em todas as celulas do embriao em desenvolvimento, incluindo todas as celulas 
da retina. Qualquer dessas celulas retinais precisa softer apenas uma mutagao (somatica) que 
nocauteie o alelo tipo selvagem para alcangar o estado em que ela nao mais porte uma copia 
funcional do gene Rb. Tendo atingido tal estado, essa celula pode entao ir adiante na criagao 
de um retinoblastoma. 
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Figura 7.6 Cinetica de aparecimento de retinoblastomas unilaterais e bilaterais Alfred Knudson 
Jr. estudou a cinetica com a qual retinoblastomas unilaterais e bilaterais apareciam em 
criangas. Ele calculou que os casos bilaterais (tumores nos dois olhos) surgiam com uma 
cinetica de primeira ordem, enquanto os tumores unilaterais (afetando apenas urn dos olhos) 
surgiam com uma cinetica de segunda ordem. Achava-se que cada ordem representasse uma 
mutagao somatica. 0 fato de que a cinetica de segunda ordem envolvia duas copias do gene 
Rb foi notado somente mais tarde. Percentagem de casos ainda nao-diagnosticados 
(ordenada) na idade (em meses) indicada (abscissa). (De A.G. Knudson Jr. Proc. Nat. Acad. 
Sc/. USA 68:820-823, 1971.) 


Essa proposigao do comportamento do gene Rb corresponde exatamente aos atributos de 
genes supressores de tumor cuja existencia foi postulada a partir de resultados de estudos de 
fusao celular (veja tambem a Barra lateral 7.1). Ainda assim, tudo isso permaneceu apenas 
uma hipotese atrativa, visto que o gene Rb nao havia sido clonado e nenhuma evidencia 
molecular estava dispom'vel mostrando copias do gene Rb tornadas inativas por mutagao. 


7.4 Celulas de cancer incipientes inventam modos de eliminar 
copias tipo selvagem de genes supressores de tumor 

Os resultados com o gene Rb reforgaram a nogao de que ambas as copias deste gene 
precisavam ser eliminadas, levantando novamente um ponto preocupante: como pode- 
riam as duas copias de um gene supressor de tumor ser eliminadas, uma apos a outra, 
durante a formagao do retinoblastoma esporadico, se a probabilidade de ocorrencia de 
ambos os eventos de mutagao necessarios e, como calculada anteriormente, de cerca de 
10"'^ por geragao celular? Devido as relativamente pequenas populagoes de celulas nas 
retinas em desenvolvimento (Knudson acreditava em cerca de 10'^ celulas), parecia mui- 


Figura 7.7 Dinamica de formagao de 
retinoblastoma Os dois genes afetados 
preditos por Knudson (veja a Figura 7.6) 
sao as duas copias do gene Rb no 
cromossomo 13 humano. Em 
retinoblastoma familial, o zigofo (ovo 
fertilizado) do qual a crianga deriva carrega 
uma cbpia defeituosa do gene Rb. e todas 
as celulas de retina nessa crianga 
carregarao, portanto, uma unica cbpia 
funcional do gene Rb. Se essa cbpia do 
gene Rb for eliminada de uma celula de 
refina por uma mutagao somatica, tal celula 
perdera toda a fungao do gene Rb e sera 
preparada para proliferar em uma massa 
de celulas tumorais. Em retinoblastoma 
esporadico, o zigoto e geneticamente tipo 
selvagem no loco Rb. Nas retinas da 
crianga resultante, o desenvolvimento de 
retinoblastoma requerera duas mutagbes 
somaticas sucessivas desativando as duas 
cbpias do gene Rb carregado por uma 
linhagem de celulas retinais precursoras, 
gerando mais uma vez a mesma 
consequencia - uma celula preparada para 
proliferar em uma massa de tumor. Como 
apenas uma mutagao somatica e 
necessaria para eliminar a fungao de Rb em 
casos familiais, multiplas celulas em ambos 
os olhos sao afetadas. Entretanto, as duas 
mutagbes somaticas requeridas na doenga 
esporadica dificilmente afetam uma unica 
linhagem celular, gerando um tumor, no 
maximo. 
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Barra lateral 7.1 Genes Rb mutantes sao re- 
cessivos e dominantes Enquanto a eviden- 
cia molecular concernente a genetica de Rb 
nao havia ainda sido apresentada neste ca- 
pitulo, nossa discussao ate esse ponto ja 
continha uma aparente contradi^ao inter¬ 
na. Ao ni'vel do organismo inteiro, um in- 
divlduo que herda um alelo Rb mutante de- 
fectivo esta quase certamente fadado a de- 
senvolver retinoblastoma em algum ponto da 
infancia. Assim, o alelo Rb causador da doen- 
9 a age dominantemente ao m'vel do organis¬ 
mo inteiro. Nao obstante, se fossemos capa- 
zes de estudar o comportamento do alelo 


mutante dentro de uma celula desse indivi- 
duo, concluin'amos que o alelo mutante age 
recessivamente, visto que uma celula carre- 
gando uma copia mutante e uma tipo sel- 
vagem do gene Rb se comportaria normal- 
mente. Portanto, o alelo Rb mutante age do¬ 
minantemente ao nivel do organismo e reces¬ 
sivamente ao m'vel celular. (Um geneticista 
insistente no uso estritamente correto dos 
termos geneticos diria que o fenotipo do 
retinoblastoma comporta-se dominante¬ 
mente ao m'vel do organismo e recessiva¬ 
mente ao m'vel celular; aqui ignoraremos essa 
corre^ao.) 


to improvavel que ambas as copias pudessem ser eliminadas por meio de dois eventos 
mutacionais sucessivos. 


Uma solu^ao para esse dilema foi sugerida por alguns geneticistas. Suponha que a pri- 
meira das duas copias do gene Rb foi mesmo desativada por algum tipo de evento muta- 
cional que ocorreu com uma freqiiencia comparavel aquela associada a maioria dos even¬ 
tos mutacionais - cerca de 10"'’ por gera^ao celular. Uma celula sofrendo essa muta^ao 
iria agora estar em uma configura^ao heterozigotica, tendo uma copia do gene tipo sel- 
vagem e uma defeituosa — isto e, Rb*'\ Como o alelo Rb mutante era recessivo ao ni'vel 
celular, essa celula heterozigotica continuaria a exibir um fenotipo tipo selvagem. Mas, e 
se a segunda copia ainda Intacta do gene Rb fosse desativada por um mecanismo que nao 
dependesse diretamente de um segundo evento mutacional independente? Em vez disso, 
talvez houvesse alguma troca de informa^ao genetica entre cromossomos homologos 
pareados, um carregando uma copia tipo selvagem e outro uma copia ja mutante do 
alelo de Rb. Normalmente, se pensaria que a recombina 9 ao entre cromossomos ocorria 
quase exclusivamente durante a meiose. O que aconteceria se, em vez disso, uma recom- 
bina^ao ocorresse entre um dos bra 90 s da cromatide carregando o alelo Rb tipo selvagem 
e a cromatide do cromossomo pareado carregando o alelo mutante (Figura 7.8)? Pensa- 
va-se que tal recombina^ao ocorria durante a prolifera^ao celular ativa; conseqiiente- 
mente, ela foi denominada recombina 9 ao mitotica, para ser distinguida dos eventos de 
recombina 9 ao meiotica que misturam bra 90 s cromossomicos previamente a forma 9 ao do 
espermatozoide e do ovulo. 

Assim, o bra 90 cromossomico carregando o alelo Rb tipo selvagem pode ser substitui'do 
por um bra 90 cromossomico carregando o alelo mutante derivado do cromossomo ho¬ 
mologo pareado. Uma vez que essa troca depende da troca de informa 9 ao genetica entre 
bra 90 s cromossomicos, os cromossomos participantes dela permaneceriam completes e. 


Figura 7.8 Eliminagao de copias tipo 
seivagem do gene Rb Recombinagao 
mitotica pode levar a perda de 
heterozigosidade (LOH) de um gene como 
Rb. Material genetico e trocado entre dois 
cromossomos homoiogos (p. ex., os dois 
cromossomos 13) por meio do processo de 
permutagao, ocorrendo na fase ou, 
menos frequentemente, na fase M do cicio 
ceiular. Uma vez ocorrida a permutagao, a 
segregagao subsequente de cromatides 
pode gerar um par de ceiulas-fiiha que 
retenham a heterozigosidade no loco Rb. 
Com igual probabilidade, esse processo 
pode gerar duas celulas-filha que tenham 
sofrido LOFI no loco Rb (e outros loci no 
mesmo brago cromossomico), uma das 
quais e mutante homozigoto no loco Rb e a 
outra e tipo selvagem homozigoto neste loco. 
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Barra lateral 7.2 Endogamia leva a al- 
tas taxas de LOH? Experimentos com 
camundongos de laboratorio e livres in¬ 
dicam que a freqiiencia de recombina- 
9 ao mitotica pode ser suprimida dez ve- 
zes ou mais se cromossomos homologos 
forem geneticamente muito diferentes 
um do outro em vez de geneticamente 
similares ou identicos. Isso indica que o 
pareamento de cromossomos homologos 
que possibilita a ocorrencia de recombi- 
na^ao mitotica depende da extensiva 
identidade de seqiiencia nos dois DNAs. 

Esse resultado pode ter implica 96 es 
importantes para a progressao de tumor 
em humanos. Em muitas popula 96 es hu- 
manas, endogamia (cruzamento dentro 
de um grupo), e mesmo casamentos en- 
tre primos de 1 ^ grau, sao bastante co- 
muns. A genetica mendeliana dita que 
na prole de tais indivi'duos, regioes cro- 
mossomicas de homozigosidade sao fre- 
qiientes. Se os resultados de genetica de 
camundongo sao instrutivos, entao pa¬ 
res de cromossomos homologos sao mais 
susceti'veis de softer recombina 9 ao mi¬ 
totica nesses indivi'duos. Se um dos dois 
cromossomos carregar uma muta 9 ao em 
um gene supressor de tumor como Rb, a 
recombina 9 ao mitotica e LOH levando 
a perda da copia tipo selvagem restante 
desse gene supressor de tumor se torna- 
rao mais provaveis. Conseqiientemente, 
talvez a prole de casamentos entre pri¬ 
mos em popula 96 es humanas tenha 
maior suscetibilidade a tumores simples- 
mente porque sens cromossomos parti- 
cipam com mais fteqiiencia de LOH. 
Esta especula 9 ao nao foi testada. 


quando visualizados no microscopic durante a metafase subseqiiente, seriam indistin- 
gui'veis dos cromossomos que existiam previamente a essa troca genetica. No entanto, ao 
nivel genetico e molecular, uma das celulas surgidas desse evento de recombina^ao teria 
perdido seu alelo tipo selvagem restante e teria se tornado, portanto, Rb'^\ Notavelmen- 
te, essa recombina^ao mitotica ocorreria a uma freqiiencia de 10 "^ a 10 '^ por gera^ao 
celular e seria, assim, um modo bem mais facil para uma celula se livrar da copia tipo 
selvagem do gene Rb do que a inativa^ao mutacional desta copia, o que, como mencio- 
nado anteriormente, ocorreria a uma freqiiencia de cerca de lO'*’ por gera^ao celular. 

Previamente a essa recombina^ao mitotica, os dois cromossomos homologos (no caso do 
gene Rb, os dois cromossomos 13 humanos) diferem um do outro em muitos detalhes sutis. 
Alem disso, um e de origem paterna, e o outro, de origem materna, indicando que eles sao 
heterozigotos em muitos loci geneticos. Entretanto, seguindo a recombinafao mitotica que 
leva a homozigosidade no loco Rb (gerando ou um genotipo Rb~^' ou Rb*^*), muitos outros 
genes proximos do Rb no cromossomo 13 tambem perderao heterozigosidade e se tornarao 
homozigotos. Essa altera^ao de um gene ou regiao cromossomica e geralmente chamada de 
perda de heterozigosidade ou, simplesmente, LOH. (Um termo alternative e “dele 9 ao aleli- 
ca”.) De maneira interessante, eventos de LOH podem ocorrer com diferentes freqiiencias 
em diferentes popula 96 es humanas (Barra lateral 7.2). 

Ha ainda outros meios pelos quais cromossomos podem atingir LOH. Um desses deriva 
do processo de conversao genica (Ligura 7.9). Nesse mecanismo alternativo, uma fita de 
DNA sendo alongada durante a replica^ao de DNA em um cromossomo formara um 
hibrido com a fita de DNA complementar presente no cromossomo homologo. A fita 
sera entao estendida por uma DNA polimerase, usando a fita do segundo cromossomo 
como um molde, antes de se soltar desse cromossomo e novamente anelar com a fita 
complementar do cromossomo em que sua sintese come^ou. Apos, esta fita continuara a 
ser estendida usando como molde a fita de DNA na qual se originou. Assim, essa fita de 
DNA recentemente sintetizada adquirira seqiiencias de DNA de um trecho do cromos¬ 
somo pareado. Se essa conversao genica envolver a copia de um alelo Rb ja inativo, por 
exemplo, entao novamente LOH tera ocorrido nessa regiao cromossomica. Tal conver¬ 
sao genica ocorre ate mais freqiientemente por gera 9 ao de celula do que por recombina- 
9 ao mitotica. 

Como descrito anteriormente, a troca de informa^ao cromossomica entre dois cromos¬ 
somos, ocorrendo por qualquer mecanismo, pode envolver um grande mimero de genes 
e marcadores geneticos flanqueando o loco Rb nos dois lados. Seu comportamento sera 
tambem de interesse. Previamente a essa troca, podemos imaginar que muitos genes e 
seqiiencias geneticas no brafo longo do cromossomo 13 (onde localiza-se o gene Rb) 
estarao tambem presentes em configurafao heterozigotica. Posteriormente, eles terao tam¬ 
bem sofrido LOH. 

Por exemplo, o loco Rb, o qual pode originalmente (em uma celula de cancer incipiente) ter 
estado na configurafao Rb*'', pode agora tornar-se Rb''' ou Rb*'*. Ao mesmo tempo, uma 
seqiiencia marcadora genetica em uma regiao vizinha do cromossomo que era inicialmente 
AAGCC/AAGTC (logo heterozigota) pode agora tornar-se ou AAGCC/AAGCC ou AAG- 
TC/AAGTC (portanto, homozigota). Com efeito, esse segmento de seqiiencia vizinho foi 
carregado juntamente com o gene Rb proximo durante a troca de seqiiencias entre os dois 
cromossomos homologos. 

Como se pensava que LOH ocorria a uma freqtienda bem mais alta do que alterafoes muta- 
cionais de genes, isso significava que a segunda copia genica, ainda intacta, era bem mais 
provavel de ser perdida por LOH do que por um evento mutacional que atingia essa copia. 
Conseqiientemente, a maioria das celulas de retinoblastoma foi predita como apresentando 
LOH no loco Rb e em marcadores geneticos proximos no cromossomo 13, e apenas uma 
pequena minoria foi predita como carregando dois alelos mutantes distintos de Rb, cada um 
desativado por um evento mutacional independente. 
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7.5 O gene Rb freqiientemente sofre perda de 
heterozigosidade em tumores 

Em 1978, a localizagao cromossomica do gene Rb foi obtida do estudo dos cromossomos 
presentes em retinoblastomas. Em um pequeno mimero de tumores retinais, analise carioti- 
pica cuidadosa de espalhamento de cromossomo metafasico revelou delegoes intersticiais 
(veja a Barra lateral 1.3) dentro do brago longo (“q”) do cromossomo 13. Apesar de cada uma 
dessas delegoes comegar e terminar em sftios diferentes nesse brago cromossomico, elas com- 
partilhavam o fato de que todas causavam perda de material cromossomico na quarta banda 
da primeira regiao desse brago, isto e, 13ql4 (Figura 7.10). As delegoes intersticiais afetando 
essa banda cromossomica envolviam muitas centenas, muitas vezes milhares, de quilobases 
de DNA, indicando que um mimero de genes nessa regiao tinba sido descartado simultanea- 
mente pelas celulas de tumor retinais em desenvolvimento. O fato de que tais mudangas 
envolviam a perda de informagao genetica proven evidencia de que o gene Rb, o qual foi 
pensado situar-se em algum lugar nessa regiao cromossomica, tinba sido descartado - preci- 
samente a conseqiiencia predita pela teoria dos genes supressores de tumor. (Na grande maio- 
ria dos retinoblastomas, as mutagoes que fazem o nocaute do gene Rb afetam um mimero 
bem menor de seqiiencias nucleotidicas e sao, portanto, submicroscopicas, isto e, invisiVeis 
pela analise microscopica de espalhamento de cromossomo metafasico.) 

For sorte, um segundo gene na regiao cromossomica 13ql4 tinba sido razoavelmente bem- 
caracterizado quando Rb foi mapeado. Esse gene, que codifica a enzima esterase D, e repre- 
sentado no conjunto de genes humanos por dois alelos distintos cujos produtos proteicos 
migram a diferentes taxas em gel de eletroforese (Figura 7.11). O loco da esterase D apresen- 
tou aos geneticistas uma oportunidade de ouro para testar a teoria de LOH. Lembre que 
quando LOH ocorre, uma regiao cromossomica inteira e afetada. Assim, uma vez que o loco 
da esterase D encontra-se proximo ao loco do gene Rb no brago longo do cromossomo 13, se 
o loco de Rb sofrer LOH durante o desenvolvimento de tumor, entao o loco da esterase D 
deveria freqiientemente sofrer o mesmo destino. De fato, o loco da esterase D poderia agir 
como um “marcador substituto” para o ainda misterioso, nao-clonado, gene Rb. 


Figura 7.9 Conversao genlca Durante o 
processo de conversao genlca, DNA 
pollmerases Inicialmente comegam a usar 
uma fita em um cromossomo (vermelho) 
como um molde para a sintese de uma 
nova fita de DNA fllha (azul). Apos avangar 
alguma distancia nesta fita nova, a 
polimerase pode continuar a replicagao 
pulando para o cromossomo homologo e 
usando a fita de DNA deste outro (verde) 
como molde para a elongagao continua da 
fita fllha. Apos um tempo, a polimerase 
pode voltar a fita molde de DNA 
originalmente usada e continuar a 
replicagao. Dessa maneira, um alelo 
mutante de um gene supressor de tumor, 
tal como um alelo mutante de Rb, pode ser 
transmitido de um cromossomo para seu 
homologo, substituindo o alelo tipo 
selvagem que la existia. 


Figura 7.10 Localizagao cromossomica do 
loco Rb (A) A presenga de bandas coradas 
escuras distintas em cromossomos 
humanos tornou possivel delinear sub- 
regioes especificas em cada cromossomo 
(esquerda). Neste caso, estudo cuidadoso 
do cariotipo de celulas de retinoblastoma, 
feita nos cromossomos condensados de 
celulas em profase tardia ou metafase, 
revelaram a presenga de uma delegao 
afetando o brago longo (q) do cromossomo 
13, em um paciente de 6 anos de idade 
com retinoblastoma (seta, esquerda), 
enquanto os cromossomos 14 e 15 
pareceram normals. (B) Analise 
citogenetica cuidadosa revelou que a 
delegao foi localizada entre as bandas 
13q12 e q14 (direita), isto e, entre a 
segunda e quarta bandas da primeira 
regiao do brago longo (q) do cromossomo 
13. (A, de U. Franck, Cytogenet. Cell Genet. 
16:131-134, 1976.) 
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Figura 7.11 Demonstragao de perda de 
heterozigosidade no loco Rb Estes 
zimogramas representam analises nas 
quais as duas formas diferentes {isoformas) 
da enzima esterase D sao separadas por 
eletroforese em gel. A presenga dessas 
enzimas pode entao ser registrada por uma 
reagao bioquimica que e conduzida pela 
enzima e gera urn produto, visualizado aqui 
como uma banda em urn gel. Em urn 
paclente de retinoblastoma que era 
heterozlgoto no loco da esterase D, tecldos 
normals especificavam duas formas dessa 
enzima, vistas aqui como duas bandas 
distintas, enquanto o tecido tumoral 
especificava apenas uma forma da enzima, 
indicando perda de heterozigosidade (LOH) 
nesse loco nas celulas tumorais. 
Comparagbes da esterase D em celulas 
normals e tumorais de outro paclente de 
retinoblastoma tambem revelaram LOFI no 
loco da esterase D em celulas tumorais - 
nesse caso, resultando da perda da regiao 
cromossbmica que especifica a outra 
isoforma da enzima. (Adaptada de R.S. 
Sparkes et al.. Science 219:971-973, 1983.) 
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Na verdade, quando pesquisadores examinaram as celulas tumorais de varias criangas que 
nasceram heterozigotas no loco da esterase D (tendo herdado dois alelos de esterase D distin- 
tos de seus pais), eles perceberam que essas celulas tumorais tinham perdido um alelo de 
esterase D e, assim, deviam ter sofrido LOH (veja a Figura 7.11). Uma analise similar feita 
naquela epoca usando marcadores de seqiiencia de DNA polimorfico chegou a mesma con- 
clusao - sobre LOH no gene Rb. Essas descobertas, de 1983, proveram uma prova formal e 
convincente da nogao de que o gene vizinho Rb tambem sofria, com freqtienda, LOH em 
tumores; assim, seu comportamento adequava-se ao comportamento teorizado para um gene 
supressor de crescimento, cujas copias precisavam ser descartadas antes do crescimento in- 
controlado das celulas. 


Note que LOH pode tambem ser alcangada simplesmente pela quebra e descarte de uma 
regiao cromossomica inteira sem que esta seja substitui'da por uma copia duplicada do 
cromossomo homologo (veja a Barra lateral 7.3). Isso resulta em hemizigosidade dessa 
regiao cromossomica, em que agora todos os genes nesse brago cromossomico estao pre- 
sentes apenas em uma copia unica, em vez das duas copias usuais por celula. Celulas 
podem sobreviver com apenas uma copia de algumas regioes cromossomicas, enquanto a 
perda de uma unica copia de outras regioes parece coloca-las em uma distinta desvanta- 


Barra lateral 7.3 Perda de heterozigosidade pode ocorrer ainda por outros mecanismos Em 
muitos tumores, LOH parece ser atingida pela perda de um cromossomo inteiro devido a 
segregagao cromossomica inapropriada na mitose (o processo de nao-disjungao). O cromos¬ 
somo sobrevivente, o qual pode carregar um alelo mutante de um gene como Rb, pode sub- 
seqiientemente ser duplicado, produzindo dois cromossomos identicos, cujos genes estao 
presentes em configuragao homozigota. Alternativamente, exame detalhado de complemen- 
tos cromossomicos em celulas de carcinoma de colon humano mostra que, pelo menos nestes 
canceres, LOH e freqiientemente alcangada via alteragoes geneticas que modificam a estru- 
tura cromossomica e, portanto, afetam o cariotipo das celulas. Muitos desses eventos pare- 
cem ser translocagoes, nas quais eles envolvem recombinagao entre bragos cromossomicos 
em cromossomos nao-homologos. Tais eventos de recombinagao podem ser disparados por 
quebras no DNA dupla-fita seguidas por fusao das extremidades resultantes com seqiiencias 
de DNA originadas em outros cromossomos. Dessa maneira, algumas regioes geneticas po¬ 
dem ser duplicadas e outras perdidas. Mais tarde (Segao 10.4), discutiremos um mecanismo 
molecular especffico pelo qual tais recombinagoes nao-homologas podem ocorrer durante o 
desenvolvimento de um tumor. 
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gem biologica. Quando a perda de um segmento cromossomico ocorre de fato (gerando 
hemizigosidade), esse evento e registrado como uma LOH, pois somente uma versao 
alelica de um gene nessa regiao cromossomica pode ser detectada enquanto previamente 
dois alelos distintos estavam presentes. Nao importa como LOH ocorre, a conseqiiencia 
final, em termos de tumorogenese, e alcan^ada - elimina^ao do alelo tipo selvagem res- 
tante de um gene supressor de tumor. 

Em 1986, o gene Rb foi clonado e se soube, como especulado previamente, que ele sofria 
muta^oes que resultavam em sua desativa^ao (Figura 7.12). Em alguns retinoblastomas, 
tais muta^oes envolviam grandes dele^oes dentro do gene Rb e seqiiencias de DNA vizi- 
nhas. Southern blotting do DNA desses tumores revelou que o alelo Rb resultante estava 
presente em configura^ao homozigota. Isso significava que, apos a cria^ao de um alelo 
nulo (inativo) de Rb em um cromossomo, a regiao correspondente no outro cromosso- 
mo homologo foi descartada, levando a perda de heterozigosidade (LOH) nesse loco. 
Tais dados validaram, diretamente, muitas das predi^oes dos modelos teoricos, que ti- 
nham sido propostos para explicar como genes supressores de tumor comportavam-se 
durante o desenvolvimento de canceres. 

Como mencionado, crian 9 as que herdam uma copia defectiva do gene Rb sao tambem pre- 
dispostas a osteossarcomas (tumores osseos) quando adolescentes. Com a sonda do gene Rb 
nas maos, tornou-se possiVel demonstrar que esses osteossarcomas tambem carregavam genes 
i?b estruturalmente alterados (veja a Figura 7.12). Ao mesmo tempo, tais achados destaca- 
vam um “quebra-cabe^a” que permanece sem solu^ao ate hoje: por que um gene como Rb, o 
qual opera em uma grande variedade de tecidos no corpo (como aprenderemos no Capitulo 
8), causa predominantemente tumores de retina e de ossos quando e herdado na forma de¬ 
fectiva do pai ou da mae? Por que todos os tecidos nao estao com o mesmo risco? 


7.6 Eventos de perda de heterozigosidade podem ser usados 
para encontrar genes supressores de tumor 

Acredita-se que numerosos genes supressores de tumor que operam como o gene Rb estao 
espalhados pelo genoma humano e desempenham um papel na patogenese de muitos tipos 
de tumores humanos. No final dos anos 1980, pesquisadores interessados em encontrar esses 
genes foram confrontados com uma duvida experimental: como poderia alguem encontrar 
genes cuja existencia era mais aparente quando eles estavam ausentes do genoma de uma 
celula? Os oncogenes que atuavam de maneira dominance, por outro lado, poderiam ser 
detectados bem mais prontamente por sua presen^a em um genoma de retrovirus, pelo en- 
saio de foco de transfec^ao ou por sua presen^a em um segmento cromossomico que repeti- 
damente sofre amplifica^ao genica em um mimero de tumores surgidos independentemente. 
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Figura 7.12 Mutagoes do gene Rb 0 cDNA 
de Rb clonado podia ser usado como uma 
sonda em analises de Southern blot de 
DNA genomico de uma variedade de 
retinoblastomas e um osteossarcoma. 

Cada um dos 10 exons do gene Rb 
{cilindros azuis) e marcado por seu 
comprimento em quilobases. A versao 
normal (N) do gene ocupa uma regiao 
cromossomica de aproximadamente 190 
quilobases. Entretanto, a analise de um 
subconjunto de DNA de retinoblastoma 
indicou que porgoes significativas do gene 
Rb tinham sofrido delegao. Os pontos 
iniciais e finals dessas delegoes estao 
indicados por colchetes. Assim, tumores 41 
e 9 perderam o gene Rb inteiro, 
aparentemente junto com segmentos 
cromossomicos de DNA vizinhos nos dois 
lados. Tumores 44, 28 e 3 perderam, em 
diferentes niveis, a metade direita do gene 
junto com segmentos cromossomicos a 
direita. 0 fato de que um osteossarcoma 
(OS-15) e um retinoblastoma (43) perderam 
porgoes internas do gene Rb e muito 
sugestivo de que este segmento de DNA de 
190 kb, e nao segmentos de DNA a esquerda 
e a direita, foi o alvo repetido de desativagao 
mutacional ocorrendo durante o 
desenvolvimento desses retinoblastomas e 
do osteossarcoma. (A linha tracejada indica 
que a delegao no tumor 43 estava presente 
em configuragao heterozigota.) (De S.H. 
Friend at al.. Nature 323:643-646, 1986.) 
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Uma estrategia mais geral era requerida, que nao dependesse da observa^ao ao acaso de 
dele^oes cromossomicas intersticiais ou da presen^a de um gene conhecido (p. ex., este¬ 
rase D) que, por sorte, estivesse proximo a um gene supressor de tumor em um cromos- 
somo. Ambas as condi^oes facilitavam muito o isolamento do gene Rb. Em geral, entre- 
tanto, as buscas pela maioria dos genes supressores de tumor nao foram favorecidas por 
tais arroubos de boa sorte. 


A tendencia de genes supressores de tumor em sofrer LOH durante desenvolvimento de 
tumor proveu aos pesquisadores do cancer uma nova estrategia genetica para rastrea-los. 
Como a regiao cromossomica ao redor do gene supressor de tumor parecia sofrer LOH jun- 
tamente com o proprio gene supressor de tumor, seria possi'vel detectar a existencia de um 
gene supressor de tumor ainda nao clonado simplesmente pelo fato de que um marcador 
genetico anonimo localizado proximo no cromossomo sofre LOH repetidamente durante o 
desenvolvimento de um tipo espedfico de tumor humano. Embasando esse argumento, po- 
demos considerar o gene da esterase D (Se^ao 7.5) comportando-se precisamente como um 
marcador genetico anonimo (embora conhe^amos seu papel como um gene de uma enzima 
bem-caracterizada). (Enquanto LOH e responsavel pela elimina 9 ao de muitas segundas c6- 
pias sobreviventes de genes supressores de tumor tipo selvagem, algumas dessas copias geni- 
cas podem ocasionalmente ser perdidas por meio de outros mecanismos.) 


Figura 7.13 Polimorfismos de tamanho de 
fragmento de restrigao e localizagao de 
genes supressores de tumor A analise 
genetica de regioes cromossomicas tern 
sido facilitada pelo uso de marcadores 
geneticos definidos pela presenga ou 
ausencia de um sitio de cllvagem por 
endonuclease de restrigao (enzima de 
restrigao) em uma regiao de DNA 
cromossomico. Nesta ilustragao, o 
segmento de DNA no cromossomo de 
origem materna [vermelho) pode ser 
clivado pela enzima EcoRI, enquanto o 
segmento homologo derivado do pal 
(verde), por uma unica substitulgao de um 
par de bases, resiste a cllvagem; a 
presenga ou ausencia dessa substitulgao, 
portanto, representa um polimorfismo de 
tamanho de fragmento de restrigao (RFLP). 
Um sonda radloativa que reconhece a 
extremidade direlta do segmento paterno 
pode entao ser usada em analise de 
Southern blot para determlnar se a clivagem 
ocorreu ou nao {abaixo). A presenga ou 
ausencia de um fragmento de cllvagem 
torna possivel, por sua vez, rastrear a 
heranga de sequenclas de DNA que 
comportam-se geneticamente como alelos 
mendellanos. Neste exempio, dois tecldos 
normals de paclentes com cancer mostram 
heterozigosidade nesta regiao 
cromossomica. No entanto, perda de 
heterozigosidade (LOFI) ocorreu nos seus 
DNAs tumorais. Em um paciente, o alelo 
paterno foi perdido no DNA tumoral, 
enquanto no outro, o alelo materno foi 
perdido. 


Uma estrategia inicialmente explorada para monitorar heterozigosidade e sua perda usava 
certos segmentos de DNA que eram espalhados ao longo do genoma como marcadores gene¬ 
ticos. Esses segmentos de DNA nao tinham qualquer afiliagao obvia com genes especi'ficos. 
Em alguns individuos, tal segmento de DNA poderia ser clivado por uma enzima de restri¬ 
gao; em outros, o mesmo segmento de DNA era resistente a clivagem como resultado da 
substituigao de um linico par de bases na seqtiencia reconhecida pela enzima de restrigao 
(Figura 7.13). Porque tal variabilidade de seqtiencia parecia ocorrer como uma conseqiiencia 
de variabilidade genetica normal no conjunto de genes humanos, pensava-se que tais si'tios 
representassem marcadores geneticos polimorficos. Alem disso, uma vez que as versoes aleli- 
cas dessa seqiiencia ou permitem ou proi'bem clivagem por uma enzima de restrigao, tal 
marcador foi denominado como um polimorfismo de tamanho de fragmento de restrigao 
(RFLP). 
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Geneticistas do cancer usaram marcadores RFLP para determinar se varias regioes cromosso- 
micas freqiientemente sofriam LOH durante o desenvolvimento de certos tipos de tumores. 
A Figura 7.14 mostra os resultados do uso de RFLP para procurar por regioes de LOH 
surgindo em urn grupo de tumores colorretais, isto e, carcinomas do colon e reto. Nesse 
caso, os bravos longo e curto da maioria dos cromossomos foram representados por pelo 
menos um marcador RFLP, e o destino do bra 90 cromossomico inteiro foi estudado. Note 
que nessa serie de tumores humanos, o bra^o curto (p) do cromossomo 17 e o bra^o longo(q) 
do cromossomo 18 sofreram taxas estranhamente altas de LOH. Esses dois brajos cromosso- 
micos destacaram-se, subindo bem acima do m'vel basal de 15 a 20% de LOH, que afetou 
igualmente todos os bravos cromossomicos nessas celulas tumorais. 

(O mVel basal de LOH, que afetou todos os bravos cromossomicos nos tumores colorretais 
[Figura 7.14], revela o fato de que todas as regioes cromossomicas tern alguma tendencia de 
softer LOH a uma certa taxa. Nao obstante, se a LOH ocorre em uma regiao portando um 
gene supressor de tumor, a prolifera^ao ou sobrevivencia das celulas em que ela ocorreu pode 
ser favorecida, levando a alto numero de tumores carregando essa LOH particular.) 


Figura 7.14 Perda de heterozigosidade de 
bragos cromossomicos em canceres de 
colon Este grafico de barras mostra o 
comportamento genetico dos bragos de 
cromossomos humanos em uma serie de 
carcinomas colorretais, a qual foi analisada 
pelo uso de marcadores RFLP (veja a 
Figura 7.13). Os bragos longos (q) de 
cromossomos humanos sao indicados 
pelas barras verdes, enquanto os bragos 
curtos (p), pelas barras laranjas. Alguns dos 
22 cromossomos humanos (13, 14, 15, 21 e 
22) sao representados apenas pelas 
analises de seus bragos longos (q). As 
"delegoes alelicas" indicadas na ordenada 
sao equivalentes a perdas de 
heterozigosidade (LOFi). Essas analises 
representaram medidas bastante 
imprecisas das localizagoes de genes 
supressores de tumor criticos, uma vez que 
pouquissimas sondas eram disponiveis 
aquela epoca para estimar LOFi dentro de 
regioes circunscritas de cada brago 
cromossomico. (Alem disso, o gene 
supressor de tumor APC, localizado no 
cromossomo 5q, o qual foi 
subsequentemente constatado ser 
desativado em quase todos os canceres 
colorretais, e extremamente grande e, 
portanto, apresenta um alvo frequente para 
inativagao por mutagao. Como 
consequencia, seguindo a inativagao da 
primeira copia deste gene, a segunda 
copia, ainda Intacta, e frequentemente 
perdida por uma segunda mutagao 
independente, em vez de LOFi, levando a 
uma subestimativa de seu envolvimento no 
desenvolvimento de cancer colorretal.) 
Esses dados tambem fornecem indicagao 
Clara de que o cromossomo 8p porta um 
gene supressor de tumor, o qual nunca foi 
identificado. (De B. Vogelstein et al.. 

Science 244:207-211, 1989.) 


O fato de que bragos especi'ficos dos cromossomos 17 e 18 frequentemente sofriam LOH em 
tumores proveu forte evidencia de que ambos os bragos portavam genes supressores de tumor 
ainda desconhecidos que tambem sofriam LOH. Assim, essa localizagao genetica proveu 
uma indicagao clara aos clonadores de genes de onde, no genoma, eles deveriam procurar 
pelos genes supressores de tumor culpados que pareciam estar desempenhando papeis impor- 
tantes no desenvolvimento desses tumores colorretais. Mais recentemente, geneticistas do 
cancer usaram outras estrategias moleculares para detectar polimorftsmos de seqiiencia nos 
genomas de celulas cancerosas (Barra lateral 7.4). 


O uso de tecnicas de mapeamento mais poderosas permitiu aos geneticistas plantar marcado¬ 
res polimorficos mais densamente ao longo dos mapas geneticos de cada brago cromossomi¬ 
co. Em um dado brago cromossomico, foi constatado que alguns marcadores sofriam LOH 
mais frequentemente do que outros. Claramente, quanto mais proximos esses marcadores 
estavam de um procurado gene supressor de tumor (i. e., quanto mais forte a ligagao geneti¬ 
ca), maior era a probabilidade de que tais marcadores sofreriam LOH junto com o gene 
supressor de tumor. Do mesmo modo, marcadores localizados longe em um brago cromosso¬ 
mico eram menos provaveis de softer LOH junto com o gene supressor de tumor. Ate agora, 
analises geneticas de DNAs preparados de varios tipos de tumores bumanos tern revelado um 
grande numero de regioes cromossomicas que frequentemente sofrem LOH. Um subcon- 
junto dessas regioes foi susceti'vel aos ataques dos clonadores de genes, resultando no isola- 
mento de mais de 30 genes supressores de tumor (Tabela 7.1). 
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Barra lateral 7.4 A rea 9 ao em cadeia da polimerase torna possivel 
mapear geneticamente genes supressores de tumor rapidamente Nos 
liltimos anos, o uso de RFLPs tern sido substitui'do por marcadores que 
podem ser detectados usando a reaqao em cadeia da polimerase (PCR) 
para amplificar segmentos cromossomicos especi'ficos. Em uma forma 
simples dessa analise de LOH, um dos dois iniciadores em uma rea^ao 
de PCR pode ser complementar a uma versao alelica de uma seqiiencia 
de DNA que e polimorfica no conjunto de genes humanos; o outro 
iniciador liga-se a uma seqiiencia na fita complementar que e invariavel 
no conjunto de genes humanos. A capacidade do primeiro iniciador de 


ligar-se a uma versao alelica da seqiiencia e nao a outra pode ser usada 
para determinar se o alelo particular esta presente ou nao em uma pre- 
para^ao de DNA (Figura 7.15). A capacidade de fazer multiples PCRs 
simultaneamente capacita geneticistas a investigar a configura^ao de 
muitos marcadores polimorficos ao mesmo tempo; isso facilitou a des- 
coberta de milhares desses marcadores espalhados pelo genoma. A re- 
sultante densidade vastamente aumentada de marcadores ao longo de 
cada bra^o cromossomico torna possivel localizar genes supressores de 
tumor bem mais precisamente do que o uso da rudimentar estrategia 
de mapeamento ilustrada na Figura 7.14. 
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Figura 7.15 Uso da reagao em cadeia da polimerase para 
determinar polimorfismo de sequencia A reagao em cadeia da 
polimerase (PCR) pode ser usada para determinar a presenga ou 
ausencia de um polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) - um 
polimorfismo em que os dois alelos diferem por um unico 
nucleotideo. (Dos 3 milhoes ou mais de SNPs que foram catalogados 
no genoma humane, cerca de 29% estao presentes a uma 
frequencia alelica de 5% ou mais no conjunto de genes humanos.) 

(A) Em uma versao deste procedimento, o primeiro iniciador (azul) e 
perfeitamente complementar a uma sequencia alelica (fita vermelha), 
e, portanto, a reagao de extensao do iniciador orientada para a 
direita (linha tracejada azul) prossegue normalmente, gerando assim 
um molde para a elongagao orientada para a esquerda do segundo 
iniciador (linha tracejada marrom). (B) Nao obstante, se o primeiro 
iniciador nao e perfeitamente complementar a sequencia presente no 
outro alelo (verde-claro), todas as extensoes do iniciador para a 
direita falharao. Logo, a presenga ou ausencia de um SNP pode ser 
acessada pela presenga ou ausencia dos produtos de PCR 
resultantes, os quais acumularao a milhoes de copies em um 
conjunto de reagoes e estarao ausentes no outro. As cabegas das 
setas indicam a polaridade de 5’ para 3’ das fitas de DNA. 


7.7 Muitos canceres familiais podem ser explicados pela heran^a 
de genes supressores de tumor mutantes 

Como o gene Rb, a maioria dos genes supressores de tumor clonados listados na Tabela 7.1 esta 
envolvida em ambos os canceres familiais e esporadicos. Em geral, a heranga de copias defectivas 
de muitos desses genes cria um risco muito aumentado de contrair-se um ou outro tipo especifico 
de cancer, freqiientemente um tipo de tumor que, de outra forma, e relativamente raro na popu- 
lagao Humana. Em muitos casos, alelos mutantes da linhagem germinativa desses genes levam a 
suscetibilidade a miiltiplos tipos de cancer, como e o caso do gene Rb. 

Mais tarde neste capftulo, descreveremos em detalhes os mecanismos de agao de algumas das 
protei'nas codificadas por genes supressores de tumor. Todavia, mesmo um rapido exame da 
Tabela 7.1 torna claro que tais genes especificam um arranjo diverso de protei'nas que operam 
em muitos si'tios intracelulares diferentes para reduzir o risco de cancer. Na verdade, uma 
fungao anticancer e a linica propriedade compartilhada por esses genes, do contrario nao- 
relacionados. (Alguns dos genes supressores de tumor listados na Tabela 7.1 sao conhecidos 
apenas por seu envolvimento em canceres esporadicos; permanece incerto se alelos mutantes 
desses genes sao transmitidos na linha germinativa e, assim, predispoem indivi'duos a um ou 
outro tipo de cancer.) 
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Tabela 7.1 Genes supressores de tumor humanos que foram clonados 


Nome 
do gene 

Localizagao 

cromossomica 

Sindrome do cancer familial 

Cancer esporadico 

Fungao da proteina 

RUNX3 

1p36 

— 

Carcinoma gastrico 

Co-fator TF 

HRPT2 

1q25-32 

Tumores da paratireoide, 
fibromas de mandibula 

Tumores da paratireoide 

Proteina da cromatina 

FH 

1q42.3 

Leiomiomatose familial** 

— 

Fumarato hidratase 

FHIT 

3p14.2 

— 

Muitos tipos 

Diadenosina trifosfato hidrolase 

RASSF1A 

3p21.3 

— 

Muitos tipos 

Multiplas fungoes 

TGFBR2 

3p2.2 

HNPCC 

Cacinomas do colon, gastrico, 
pancre&ico 

Receptor de TGF-p 

VHL 

3p25 

Sindrome de von Hippel-LIndau 

Carcinoma de celulas renais 

Ubiquitilagao de FIIF 

hCDC4 

4q32 

— 

Carcinoma do endometrio 

Ubiquitina ligase 

ARC 

5p21 

Polipose colonica familial 
adenomatosa 

Carcinoma colorretal, pancreatico, 
estomacal; carcinoma de prostata 

Degradagao de p-catenina 

NKX3.1 

8p21 

— 

Carcinoma de prostata 

TF de homeobox 

p16'^K4Ab 

9p21 

Melanoma familial 

Muitos tipos 

Inibidor de CDK 

pUAPFc 

9p21 

— 

Todos os tipos 

Estabilizador de p53 

PTC 

9q22.3 

Sindrome do carcinoma 
de celula basal nevoide 

Meduloblastomas 

Receptor para GF de porco-espinho 

TSC1 

9q34 

Esclerose tuberosa 

— 

Inibidor de mTOR* 

BMPR1 

10q21-22 

Polipose juvenil 

— 

Receptor de BMP 

PTEN^ 

10q23.3 

Doenga de Cowden, carcinomas 
de mama e gastrintestinal 

Glioblastoma; carcinomas de 
prostata, de mama, de tireoide 

PIPg fosfatase 

WT1 

11p13 

Tumor de Wilms 

Tumor de Wilms 

TF 

MEN1 

11p13 

Neoplasia endocrina multipla 

— 

Modificagao de histonas, repressor 
transcricional 

BWS/CDKN1C 

11p15.5 

Sindrome de Beckwith- 
Wiedemann 

— 

Inibidor de CDK pST'^'P^ 

SDHD 

11q23 

Paraganglioma familial 

Feocromocitoma 

Proteina mitocondrial® 

RB 

13q14 

Retinoblastoma, osteossarcoma 

Retinoblastoma; sarcomas; 
carcinomas de bexiga, mama, 
esofagico e de pulmao 

Controle de E2Fs; repressao 
transcricional 

TSC2 

16p13 

Esclerose tuberosa 

— 

Inibidor de mTOR* 

CBP 

16p13.3 

Rubinstein-Taybi 

AM LB 

Co-ativador de TF 

CYLD 

16q12-13 

Cilindromatose 

— 

Enzima de desubiquitinagao 

CDH1 

16q22.1 

Carcinoma gastrico familial 

Canceres invasivos 

Adesao celula-celula 

BHD 

17p11.2 

Sindrome de Birt-Hogg-Dube 

Carcinomas de rim, hamartomas 

Desconhecidas 

TP53 

17p13.1 

Sindrome de Li-Fraumeni 

Muitos tipos 

TF 

NF1 

17q11.2 

Neurofibromatose tipo 1 

Carcinoma de colon, astrocitoma 

Ras-GAP 

BECN1 

17q21.23 

— 

Mama, ovario, prostata 

Autofagia 

PRKAR1A 

17.q22-24 

Neoplasia endocrina multipla'* 

Tumores endocrinos multiplos 

Subunidade de PKA 

DPC4' 

18q21.1 

Polipose juvenil 

Carcinomas pancreatico e de colon 

TGF-p TF 

LKB1/STK11 

19p13.3 

Sindrome de Peutz-Jegher 

Polipo colonico hamartomatoso 

Serina/treonina cinase 

RUNX1 

21q22.12 

Disordem de plaquetas familial 

AML 

TF 

SNFSi 

22q11.2 

Sindrome da predisposigao 
rabdoide 

Tumores rabdoides malignos 

Remodelagem cromossomica 

NF2 

22q12.2 

Sindrome da posigao 
de neurofibroma 

Schwanoma, meningioma; ependinoma 

Ligagao citoesqueleto-membrana 


“Leiomiomatose familial inclui fibroides multiplas, leiomiomas cutaneos e carcinoma de celula renal. O produto genico e urn componente do ciolo tricarboxilico. 
‘’Tambem conhecido como MTS1, CDKN2 e pW. 

<^0 homologo humano do gene murino p19^''. 

‘^Tambem chamado MMAC ou TEP1. 

"SOHS codifica a subunidade D da succinato-ubiquinona oxidorredutase, urn componente do complexo II da cadeia respiratoria mitocondrial. 

*mTOR e uma serina/treonina cinase que controla, entre outros processes, a taxa de tradugao e ativagao de Akt/PKB. TSC 1 (hamartina) e TSC2 (tuberina) controlam 
tamanho e proliferagao celular. 

aO gene CBP esta envolvido em translocagoes cromossomicas associadas com AML. Essas translocagoes podem revelar o papel de urn segmento de CBP como urn 
oncogene mais do que como urn gene supressor de tumor. 

''Tambem chamado complexo Carney. 

Codifica a Smad4 TF associada com sinalizagao de TGF-|3; tambem conhecido como MADH4 e SMAD4. 

lA proteina SNF5 humana e urn componente do grande complexo Swi/Snf, que e responsavel pela remodelagem da cromatina de uma maneira que leva a repressao 
transcricional por meio da agao de histona desacetilases. A stndrome da predisposigao rabdoide envolve suscetibilidade a tumores teratoide/rabdoide atipicos, 
carcinomas do plexo coroide, meduloblastomas e tumores rabdoides extra-renais. 

Adaptada em parte de E.R. Fearon, Science 278: 1043-150, 1997; e em parte de D.J. Marsh and R.T Zori, Cancer Lett. 181:125-164, 2002. 
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Barra lateral 7.5 For que os genes supresso¬ 
res de tumor mutantes sao transmitidos pela 
linhagem germinativa enquanto proto-onco¬ 
genes mutantes em geral nao sao? Um mi- 
mero de smdromes de cancer familial tern sido 
associado com a transmissao de alelos mutan¬ 
tes de linhagem germinativa de genes supres¬ 
sores de tumor (veja a Tabela 7.1). Entretan- 
to, com raras exce^oes, alelos mutantes de pro¬ 
to-oncogenes (i. e., oncogenes ativados) nao 
sao responsaveis por predisposi^ao inata ao 
cancer. Como podemos entender essa drama- 
tica diferen^a? 

Muta^oes que geram oncogenes ativa¬ 
dos provavelmente aumentam com alguma 
freqiiencia durante a gametogenese - o pro- 
cesso que forma espermatozoides e dvulos 
- e assim sao provavelmente transmitidos 
para dvulos fertilizados. Todavia, porque 
oncogenes agem ao m'vel celular como ale¬ 
los dominantes, esses alelos mutantes pro¬ 
vavelmente perturbam o comportamento de 
celulas individuals no embriao em desen- 
volvimento e, assim, interrompem o desen- 
volvimento de tecidos normals. Como con- 


seqiiencia, embrioes carregando esses alelos 
mutantes de oncogenes provavelmente nao se 
desenvolvem completamente, e esses alelos 
mutantes desaparecerao da linhagem germi¬ 
nativa de uma fami'lia e entao do conjunto de 
genes da especie. (p. ex., experimentos repor- 
tados em 2004 indicam que embrioes de ca- 
mundongos oriundos de espermatozoides car¬ 
regando um oncogene K-ras ativado mutante 
desenvolvem-se somente ao tempo de meia- 
gesta^ao, ponto no qual eles mortem por cau¬ 
sa de defeitos de desenvolvimento placenta- 
rio e intra-embrionario; veja, entretanto, a 
Barra lateral 5.8) 

Alelos mutantes de linhagem germinativa 
de genes supressores de tumor comportam-se 
de maneira bem diferente, contudo. Uma vez 
que sao recessivos ao nivel celular, sua pre- 
sen^a na maioria das celulas de um embriao 
nao sera aparente. Por essa razao, a presen^a 
de genes supressores de tumor mutantes her- 
dados sera freqiientemente compati'vel com 
desenvolvimento embrionario normal, e os fe- 
notipos cancerigenos que ela cria se tornarao 
aparentes apenas em um pequeno mimero de 


celulas e apos grande atraso, permitindo que 
um indivi'duo carregue esses alelos para de- 
senvolver-se normalmente e, como e fre- 
qiientemente o caso, sobreviver ate a idade 
adulta tardia. 

Alem disso, se genes supressores de tu¬ 
mor mutantes sofrerem LOH em uma a cada 
10^ ou 105 celulas e se um homem adulto tern 
muito mais do que 10*^ cdulas, por que uma 
pessoa herdando um gene supressor de tumor 
mutante nao e afligido por dezenas de milha- 
res, mesmo milhoes, de tumores? A resposta 
vem do fato de que tumorogenese e um pro- 
cesso de miiltiplas etapas (como veremos no 
Capi'tulo 11). Isso implica que um gene mu¬ 
tante (seja ele um oncogene ou um gene su¬ 
pressor de tumor) pode ser necessario para for- 
ma^ao de tumor, mas nao sera, sozinho, sufi- 
ciente. Logo, muitas celulas em um indivi- 
duo que herdou um gene supressor de tumor 
mutante podem softer LOH desse gene, mas 
somente uma pequena minoria delas ira ad- 
quirir as mudan 9 as geneticas adicionais ne- 
cessarias para format um tumor clinicamente 
detectavel. 


Enquanto a heran^a de um alelo mutante de um gene supressor de tumor provavelmente aumenta 
muito o risco de cancer, a redproca nao e verdadeira: nem todas as smdromes de cancer familiais 
podem ser rastreadas ate um alelo de gene supressor de tumor herdado. Como discutiremos mais 
tarde, no Capi'tulo 12, alelos mutantes de linhagem germinativa de uma segunda classe de genes 
tambem causam predisposi^ao ao cancer. Esses outros genes sao responsaveis pela manuten^ao do 
genoma celular e, portanto, agem para reduzir a probabilidade de muta^oes e anormalidades 
cromossomicas. Como a patogenese do cancer depende do acumulo, por celulas individuals, de 
muta^oes somaticas em seus genomas, agentes que reduzem a taxa de muta^ao, como esses genes 
de manuten 9 ao do genoma, sao muito efetivos na supressao do estabelecimento do cancer. Reci- 
procamente, defeitos na manuten^ao do genoma com freqiiencia levam a um desastroso aumento 
no risco de cancer, porque aumentam a taxa de muta^ao. 

Entao percebemos que ha duas classes distintas de genes de cancer familial — os genes supressores 
de tumor, descritos neste capi'tulo, e os genes de manuten^ao do genoma, descritos no Capi'tulo 
12. Podemos racionalizar a distin^ao entre as duas classes de genes como segue. Os genes supres¬ 
sores de tumor funcionam para controlar diretamente a biologia de celulas afetando sua prolifera- 
9 ao, diferencia 9 ao ou morte; genes que funcionam dessa maneira sao as vezes chamados de gateke¬ 
epers, para indicar seu papel na permissao ou nega^ao do progresso de celulas em ciclos de cresci- 
mento de divisao. Os genes de manuten^ao de DNA afetam a biologia celular apenas indireta- 
mente pelo controle da taxa a qual celulas acumulam genes mutantes; esses genes tern sido chama¬ 
dos de caretakers, para refletir seu papel na manuten^ao dos genomas celulares. Diferentemente 
de alelos mutantes de gatekeepers e caretakers, versoes mutantes de proto-oncogenes sao raramente 
transmitidas por meio da linhagem germinativa (Barra lateral 7.5). 


7.8 Metila^ao de promoter representa um importante 

mecanismo para inativa^ao de genes supressores de tumor 

Moleculas de DNA podem ser alteradas covalentemente pela liga^ao de grupos media a bases 
citosina. Uma pesquisa recente indica que essa modifica^ao do DNA genomico e tao impor- 
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tante quanto mutagao em silenciar genes supressores de tumor. Em celulas de mami'fero, essa 
metilagao e encontrada somente quando as bases citosina estao localizadas em uma posigao 
5’ a guanosinas, isto e, na seqiiencia CpG. (Essa modificagao MeCpG e freqiientemente 
denominada “CpG metilada”, embora apenas a citosina seja metilada.) Tal metilagao pode 
afetar o funcionamento do DNA nessa regiao do cromossomo. Mais especificamente, quan¬ 
do a metilagao de CpG ocorre na vizinhan^a de um promotor genico, pode causar repressao 
da transcrigao do gene associado. Reciprocamente, quando grupos media sao removidos de 
um conjunto de CpGs metiladas associadas ao promotor do gene, a transcri^ao desse gene 
em geral e desreprimida. 

Os modes pelos quais o estado metilado de CpGs afeta a transcrigao nao sao inteiramente 
conhecidos. Entretanto, um mecanismo muito importante ja foi revelado. Foram encontra- 
dos complexes proteicos que incluem uma subunidade que pode reconhecer e ligar-se a CpGs 
metiladas no DNA e uma segunda subunidade que funciona como uma enzima histona 
desacetilase (HDAC). Uma vez que esses complexes estao ligados ao DNA, a histona desace- 
tilase comega a remover grupos acetate, os quais sao ancorados as cadeias laterais de aminoa- 
cidos de moleculas de histona na cromatina circundante. A desacetilagao resultante das histo- 
nas inicia uma seqiiencia de eventos que converte a cromatina de uma configuragao que 
favorece a transcri^ao em uma que bloqueia a transcrigao. 


O exame minucioso de CpGs em DNA celular revela que as seqiiencias de dinucleotideos na 
fita complementar (tambem CpGs quando lidas na diregao 5’ para 3’ nessa fita) quase inva- 
riavelmente contem MeCpGs. Assim, quando um segmento de DNA e replicado na base S, 
as CpGs na fita filha recem-formada, opostas as MeCpGs na parental complementar, sao 
inicialmente nao-metiladas. Essa deficiencia e entao rapidamente remediada por uma classe 
de enzimas, denominadas metilases de manuten^ao, que ancoram grupos metila as CpGs 
recem-sintetizadas (Figura 7.16). 


As agoes de metilases de manuten^ao indicam que, em principio, o estado de metilagao de 
uma seqiiencia CpG pode ser mantido por muitos ciclos de replicagao de DNA de uma 
maneira tao estavel quanto a manutengao de seqiiencias de nucleotideos do DNA. Assim, o 
estado de metilagao de CpGs e tambem uma propriedade herdavel que pode ser passada de 
uma celula para suas filhas. Nao obstante, embora herdavel, a metilagao de DNA nao altera 
a seqiiencia nucleotidica do DNA e, portanto, e considerada um mecanismo nao-genetico, 
isto e, epigenetico, para controle da expressao genica. 

Uma seqiiencia CpG especi'fica e freqiientemente metilada em algumas celulas de um orga- 
nismo e nao-metilada em outras. Isso implica que a metilagao de DNA e reversi'vel. Assim, 
podem existir enzimas que removem grupos metila de CpGs (embora elas nao tenham sido 
descobertas ainda). Alternativamente, quando DNA e replicado, a metilagao de uma CpG 
na nova fita formada pode ser bloqueada, embora a CpG complementar na fita parental seja 
metilada; quando essa nova fita formada e copiada no ciclo subseqiiente de replicagao, a 


Figura 7.16 Manutengao de metilagao de 
DNA apos replicagao Quando uma dupla 
helice de DNA metilada em sitios CpGs 
complementares {grupos metila verdes, 
esquerda) sofre replicagao, as recem- 
sintetizadas helices filhas inicialmente nao 
terao grupos metila ancorados a CpGs na 
recem-sintetizada fita filha e serao, 
portanto, hemimetiladas. Logo apos sua 
sintese, no entanto, uma metilase de 
manutengao de DNA detectara o DNA 
hemimetilado e ancorara grupos metila 
{verdes) a essas CpGs, assim regenerando 
a mesma configuragao de grupos metila 
que existia na helice parental previamente a 
replicagao. Sitios de CpG nao-metilados na 
helice parental {nao-mostrados) serao 
ignorados pela metilase de manutengao e, 
portanto, permanecerao assim nas 
proximas fitas sintetizadas. 
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dupla helice resultante nao tera grupos metila nessa posi^ao nas duas fitas. Agindo na dire^ao 
oposta, sao conhecidas enzimas que ancoram grupos metila a CpGs previamente nao-metila- 
das; tais enzimas sao chamadas metilases de novo, para distingui-las das metilases de manu- 
ten^ao que perpetuam um padrao de metila^ao pela liga^ao de grupos metila a DNAs recem- 
sintetizados (veja a Figura 7.16). 

A metila^ao de CpGs, que nao e encontrada em metazoarios, e uma inven^ao inteligente. 
Assim, decisoes sobre o estado transcricional de muitos genes sao tomadas cedo na embrioge- 
nese. Uma vez tomadas, tais decisoes devem ser passadas para as celulas descendentes em 
varias partes do embriao em crescimento. Ja que a metila^ao de GpG pode ser transmitida de 
celula para celula por meio de heran 9 a, ela representa um modo altamente efetivo de assegu- 
rar que celulas descendentes, muitas gera^oes apos um embriao, continuem a respeitar e 
reforfar as decisoes tomadas por suas ancestrais no embriao. 

No genoma de celulas de cancer, podemos imaginar que os mecanismos que determinam 
se o DNA e metilado de maneira apropriada podem falhar ocasionalmente. Esses meca¬ 
nismos reguladores importantes sao pouco entendidos ainda. Os resultados desse mau 
funcionamento sao duas mudan^as opostas no estado de metila 9 ao de genomas de celu¬ 
las tumorais. Ao longo do desenvolvimento de um tumor, o nlvel geral de metila^ao no 
genoma com freqiiencia decresce progressivamente. Isso indica que, por razoes desco- 
nhecidas, as metilases de manuten^ao falham no cumprimento efetivo da sua tarefa. 
Muito dessa “hipometila^ao global” pode ser atribui'do a perda de grupos metila ligados 
ao DNA de seqtiencias muito repetidas no genoma das celulas; essa perda e correlaciona- 
da com instabilidade cromossomica, porem permanece incerto se isso realmente causa 
esta instabilidade. 

Independentes dessa hipometila^ao global, ha, em geral, regioes localizadas de DNA - 
regioes com uma alta densidade de CpGs chamadas “ilhas de CpGs” - as quais tornam- 
se metiladas inapropriadamente no genoma de celulas cancen'genas. As ilhas de CpGs 
sao normalmente relacionadas com os promotores dos genes (Figura 7.17); isso significa 
que as metilases de novo estao realmente silenciando certos genes que deveriam permane- 
cer transcricionalmente ativos. 

A metila^ao de CpG e efetiva no silenciamento da expressao de um gene somente se ela 
ocorrer dentro das seqiiendas promotoras de tal gene; reciprocamente, a metila 9 ao de se- 


Figura 7.17 Metilagao do promotor 
RASSF1A A tecnica de sequenciamento de 
bissulfito foi usada aqui para determinar o 
estado de metilagao da “ilha de CPG” na 
qual 0 promotor do gene supressor de 
tumor RASSF1A encontra-se. Cada circulo 
indica 0 sitio de um dinucleotideo CpG 
distinto nesta ilha, cuja localizagao dentro 
do RASSF1A e tambem indicada por um 
tracejado vertical no mapa (acima). Circulos 
preenchidos (azuis) indicam que uma CpG 
foi encontrada metilada, enquanto circulos 
em branco indicam que ela esta nao- 
metilada. Analises de cinco amostras de 
DNA de tumor 232 indicam metilagao em 
quase todos os sitios de CpGs na “ilha 
RASSF1A”: adjacente, tecido normal esta nao- 
metilado na maioria, mas nao em todas as 
analises desta “ilha de CpG". (Estes dados 
sugerem a presenga de algumas celulas 
anormais com DNA metilado no tecido 
normal adjacente ao tumor 232.) (Cortesia de 
W.A Schulz e A.R. Fieri.) 
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qiiencias de DNA no corpo do gene, como seqtiencias exonicas, parece ter pequeno, se al- 
gum, efeito no nivel de transcri^ao. Como a metila^ao de promotor pode silenciar um gene 
tao efetivamente quanto uma mutagao na sua seqtiencia de nucleotfdeos, podemos predizer 
que a metila^ao desempenha um papel no silenciamento de genes supressores de tumor que 
ocorre durante a progressao de tumor. 

De fato, nos ultimos anos, tem-se tornado aparente que a metilagao de promotor e tao im- 
portante em silenciar genes supressores de tumor quanto o sao os varies mecanismos de 
mutagao somatica. Mais da metade dos genes supressores de tumor que estao envolvidos em 
smdromes de cancer familiais por causa de muta^ao de linhagem germinativa sao silenciados 
em canceres esporadicos por metila^ao de promotor. Por exemplo, quando o gene supressor 
de tumor Rb e mutado na linhagem germinativa, isso leva a retinoblastoma familial. Em 
retinoblastomas esporadicos, entretanto, esse gene supressor de tumor e inativado ou por 
mutagoes somaticas ou por metilagao de promotor. Alem disso, os promotores de uma varie- 
dade de outros genes que inibem (ou se pensa que inibem) a forma^ao de tumor tern sido 
encontrados em um estado de metila^ao (Tabela 7.2). 

Alguns candidatos a genes supressores de tumor sao raramente inativados por mutagoes so¬ 
maticas em sua fase de leitura. Como exemplo, o gene Runx3, o qual esta implicado em 
desenvolvimento de cancer estomacal, e encontrado em um estado metilado em 45 a 60% 
desses canceres, mas virtualmente nunca e inativado por mutagao. Situagoes como essa criam 
dificuldades para pesquisadores que gostariam de verificar que a inativa^ao de candidatos a 
genes supressores de tumor contribui para a forma^ao de um ou outro tipo de tumor. No 
passado, tal validagao dependia do encontro de copias mutantes defectivas de tal gene em 
genomas de celulas tumorais. Tais analises geneticas (as quais dependem do seqiienciamento 
de um alelo de um gene supressor de tumor clonado de um genoma de celula tumoral) nao 
podem mais ser consideradas defmitivas, se certos genes supressores de tumor que contri- 
buem para a progressao do tumor sao silenciados apenas por metila^ao do promotor. (De 
fato, a descoberta de um promotor que e repetidamente metilado no genoma de um grupo de 
tumores e dificil de interpretar sem ambigiiidade; esse achado pode somente refletir o fato de 
que os tumores estudados surgiram de um tipo normal de celula no qual o gene em questao 
e metilado como parte de um programa de diferencia 9 ao normal.) 


Tabela 7.2 Exemplos de genes hipermetilados encontrados em genomas de celulas tumorais 
humanas 


Nome do gene 

Natureza da tungao proteica 

Tipo de tumor 

RARI52 

Receptor nuclear para diferenciagao 

Mama, pulmao 


Inibidor de CDK 

Gastrico, pancreatico, 
hepatico; AML 

TIMP3 

Inibidor de metaloprotelnases 

Tumores diversos 

IGFBP 

Sequestra fator IGF-1 

Tumores diversos 

CDKN2A/pW"^'<'>^ 

Inibidor de CDK4/6 

Tumores diversos 

CDKN2B/p15i^K‘*B 

Inibidor de CDK4/6 

Tumores diversos 

p14^p 

Inibidor de HDI\/I2/I\/IDM2 

Colon, linfoma 

APC 

Indutor de degradagao de p-catenina 

Carcinomas de colon 

p73 

Auxilia p53 a disparar apoptose 

Tumores diversos 

GSTP1 

Inativador de mutagenico 

Mama, figado, prostata 

MGMT 

Enzima de reparo de DNA 

Colorretal 

CDH1 

Receptor de adesao celula-celula 

Bexiga, mama, colon, gastrico 

DAPK 

Cinase envolvida em morte celular 

Bexiga 

MLH1 

Enzima de reparo de pareamento 
incorreto de DNA 

Colon, endometrial, gastrico 

TGFBR2 

Receptor de TGF-p 

Colon, gastrico, celula 
pequena de pulmao 

THBS1 

Inibidor de angiogenese 

Colon, glioblastoma 

RB 

Regulador de cicio celular 

Retinoblastoma 

CASP8 

Caspase apoptotica 

Neuroblastoma, SCLC 

APAF1 

Cascata pro-apoptotica 

Melanoma 

CTMP 

Inibidor de Akt/PKB 

Glioblastoma multiforme 


Adaptada, em parte, de C.A. Eads et al., Cancer Res. 61:3410-3418, 2001 
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Figura 7.18 Medigoes de metilagao de DNA 
in situ A presenga ou ausencia de 
metilagao em sitios especificos no genoma 
de celulas pode ser determinada em 
secgoes de tecidos fixados a uma lamina 
de microscopio usando PCR especifico 
para metilagao e hibridizagao in situ. Nestas 
imagens, o estado de metilagao do 
promotor do gene supressor de tumor 
p16'NK4A e analisado com uma sonda 
especifica para metilagao, a qual produz 
cor azul em areas onde esse promoter esta 
metilado. (A) Em uma lesao intra-epitelial 
escamosa de baixo grau de cervice 
(esquerda), nucleos de celulas localizadas 
a alguma distancia da superficie uterina 
mostram metilagao de promoter, enquanto 
aquelas proximas da superficie (sefas), 
nao. (B) Entretanto, em uma lesao 
adjacente de alto grau, a qual esta pronta 
para progredir para urn carcinoma cervical 
(direita), todas as celulas mostram 
metilagao de promotor. (C,D) Nestas 
micrografias de tecido normal de mama, 
alguns lobulos histologicamente normals nao 
mostram metilagao de promoter, (C) 
enquanto outros (sefas) mostram metilagao 
uniforme de promotor (D). isso sugere que 
as celulas do epitelio mamario em tais 
lobulos externamente normals ja sofreram 
urn passo iniciador critico para a 
progressao do cancer. (A,B, de G.J. Nuovo 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:12754- 
12759, 1999; C,D, de C.R. Holst et al.. 
Cancer Res. 63:1596-1601,2003.) 


A eliminagao de fungao de gene supressor de tumor por metilagao de promotor pode, em 
princfpio, ocorrer por duas rotas. Ambas as copias de um gene supressor de tumor podem ser 
metiladas independentemente uma da outra. Alternativamente, uma copia pode ser metilada 
e a segunda perdida por LOH acompanhada de uma duplicagao da copia do gene supressor 
de tumor ja metilado. Na verdade, esse segundo mecanismo parece ocorrer com bastante 
freqiiencia. Por exemplo, em um estudo dos epitelios bronquicos normals (grandes bron- 
quios) dos pulmoes de fumantes, ex-fumantes e pessoas que nunca fumaram, o gene supres¬ 
sor de tumor (a ser descrito na Segao 8.4) estava metilado em 44% das celulas 

bronquicas epiteliais cultivadas de fumantes atuais e ex-fumantes, e em nenhuma das celulas 
preparadas dos que nunca fumaram. LOH nessa regiao cromossomica foi encontrada em 71 
a 73% das duas populagoes de fumantes e em 1,5 a 1,7% nos que nunca fumaram. 

As observagoes de que copias metiladas de genes supressores de tumor freqiientemente so- 
frem perda de heterozigosidade indicam que o evento de metilagao e relativamente pouco 
freqiiente por geragao celular, na verdade mais raro do que eventos de LOH. (Se metilagao 
sempre ocorresse mais freqiientemente do que LOH, tumores mostrariam duas copias de 
gene supressor de tumor, uma de origem paterna e outra de origem materna, cada qual 
metilada independentemente - uma configuragao observada com freqiiencia em certos tipos 
de tumor e raramente em outros tipos.) Claramente, celulas tumorais evoluindo podem des- 
cartar uma segunda copia ainda funcional do gene supressor de tumor mais prontamente por 
LOH do que por um segundo evento independente de metilagao de promotor. 

O estudo descrito anteriormente sobre celulas epiteliais bronquicas morfologicamente nor¬ 
mals tambem ensina uma segunda ligao: a metilagao de genes controladores de crescimento 
criticos ocorre cedo no complexo processo multietapas de formagao de tumor, muito antes de 
mudangas histologicas aparecerem em um tecido. Essas populagoes de celulas aparentemente 
normals presumivelmente provem um solo fertil para a erupgao final de crescimentos pre- 
malignos e malignos. Esse ponto e trazido a tona tambem em outros tecidos, como os tecidos 
histologicamente normals de mama analisados na Figura 7.18. 
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Ao passo que a formagao de tumor prossegue, o silenciamento de genes por metilagao de 
promotor pode tambem envolver os genes caretakers que sao responsaveis pela manuten^ao 
da integridade das seqiiencias de DNA no genoma. Um exemplo interessante e provide pelo 
gene BRCAl. Seu produto e responsavel pela manuten^ao do DNA cromossomico por ma- 
neiras que sao ainda pouco entendidas. A conseqiienda da heran^a de alelos mutantes de BRCAl 
e uma smdrome de cancer familial envolvendo um alto risco de cancer de mama durante toda a 
vida e, menos pronunciado, de carcinomas de ovario (veja a Segao 12.10). Durante um tempo, 
pensou-se que a inativagao de BRCAl jamais contribui'a para canceres de mama esporadicos, uma 
vez que alelos mutantes desse gene nao podiam ser encontrados nesta segunda, e bem mais co¬ 
mum, classe de tumores mamarios. Agora sabemos que 10 a 15% dos carcinomas esporadicos de 
mama carregam copias inativas do gene BRCAl silenciadas por metilagao de promotor. 

A Figura 7.19 ilustra o estado de metilagao dos promotores de 12 genes em uma variedade de tipos 
de tumores humanos. Essa figura claramente demonstra que a freqiiencia de metUagao de um 
gene especi'fico varia dramaticamente de um tipo de tumor para outro. Os dados nela refor^am o 
ponto de que genes supressores de tumor, bem como genes caretakers, sofrem hipermetilagao. 
Talvez a ligao mais importante dessa figura seja a grande existencia de metilagao de promotores 
durante o desenvolvimento de uma larga variedade de canceres humanos. 


Figura 7.19 Metilagao de multiplos genes 
em genomas de celulas tumorais Este 
grafico tridimensional de barras resume 
medigoes do estado de metilagao dos 
promotores de 12 diferentes genes 

lp16INK4A^ p-l5lNK4B^ p73, APC, 

BRCAl, hMLHI, GSTPI, MGMT, CDH1, 
TIMP3 e DAPK) os quais se sabe ou se 
pensa que desempenham um papel 
importante na supressao do 
desenvolvimento de tumores humanos. 0 
estado de metilagao foi determinado pela 
tecnica de PCR especifica para metilagao. 
0 estado de metilagao de cada um desses 
promotores foi estudado nos DMAs de 15 
diferentes tipos de tumor. A altura de cada 
barra indica a proporgao de tumores de um 
dado tipo em que um promotor especifico 
sofreu metilagao. Todos esses promotores 
sao nao-metilados (ou metilados a um 
numero insignificante) em tecidos normals. 
(Adaptada de M. Esteller et al., Cancer Res. 
61:3225-3229, 2001.) 


Em um dado tumor, multiplos genes parecem ser desligados por metilagao de promotor. Por 
exemplo, em uma analise do estado de metilagao de oito genes cn'ticos relacionados com 
cancer nos genomas de 107 carcinomas pulmonares de celula nao-pequena (NSCLCs), 37% 
tinham pelo menos um desses promotores genicos metilados, 22% tinham dois promotores 
metilados e 2% carregavam cinco dos oito promotores em um estado metilado. A decisao de 
analisar estes genes em particular envolveu, por necessidade, algumas escolhas arbitrarias, e 
podemos imaginar que houve duzias de outros genes hipermetilados nesses genomas de celu¬ 
las cancerosas cuja inativagao contribuiu de varias maneiras para formagao de cancer. 


As conseqiiencias fisiologicas celulares de metilagao de promotor sao facilmente ilustradas 
pelas agoes do acido retinoico em celulas epiteliais normals e neoplasicas. Em muitas celulas 
epiteliais, o acido retinoico e um potente indutor de parada no ciclo celular e mesmo na 
diferenciagao. Ele tern sido usado, por exemplo, em tentativas para interromper a prolifera- 
gao de celulas de mama cancerosas. Todavia, a grande maioria dessas celulas de cancer silen- 
ciou, por metilagao de promotor, o gene RARP2, o qual codifica um receptor importante de 
acido retinoico. Sem a expressao desse receptor, as celulas de cancer de mama nao respondem 
ao tratamento com acido retinoico, evitando a interrupgao de crescimento e continuando a 
se multiplicar com sucesso na presenga deste agente. 
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Como descrito anteriormente, a metila 9 ao de CpGs em promotores age para atrair moleculas 
de histona desacetilase (HDAC), as quais procedem para reconfigurar protemas da cromati- 
na proximas, colocando-as em um estado incompatfvel com a transcri^ao. O uso de um 
inibidor de HDCAs, chamado tricostatina A (TSA), reverte essa desacetila^ao, causando 
assim reversao da cromatina para um estado que permite transcri^ao. Portanto, o tratamento 
de celulas de cancer de mama com TSA causa reativa^ao de expressao genica de RARP2 e 
restabelece sua responsividade aos efeitos inibitorios de crescimento do acido retinoico. Esse 
resultado mostra claramente que a metila 9 ao de promoter age via desacetila^ao de bistonas 
para promover cancer. Ao mesmo tempo, ele sugere uma terapia para carcinomas de mama 
pelo tratamento concomitante com tricostatina A e acido retinoico. 


7.9 Genes supressores de tumor e protemas funcionam de 
diversas maneiras 

Vimos que os genes supressores de tumor e suas protei'nas codificadas agem por diversos 
mecanismos para bloquear o desenvolvimento de cancer. Na verdade, a linica caracten'stica 
que relaciona esses genes e suas protemas codificadas e o fato de que todos eles operam para 
reduzir a probabilidade de desenvolvimento de cancer. Um exame cuidadoso da lista de genes 
supressores de tumor clonados (veja a Tabela 7.1) revela que alguns deles funcionam para 
suprimir diretamente a prolifera^ao de celulas em resposta a uma variedade de sinais inibido- 
res de crescimento e indutores de diferencia^ao. Ainda outros sao componentes do circuito 
de controle celular que inibe prolifera^ao em resposta a desequillbrio metabolico e dano 
genomico. 

Os primeiros dois genes supressores de tumor intensivamente estudados, o Rb, discutido 
anteriormente neste capftulo, e um segundo gene supressor de tumor, chamado de p53, 
Trp53 ou TP53, tambem sao os genes supressores de tumor que desempenham papeis mais 
importantes na patogenese de canceres humanos. A protema codificada pelo gene Rb gover- 
na o progresso de uma variedade de celulas por meio de seus ciclos de crescimento e divisao; 
e o controle de crescimento imposto pelo circuito Rb parece ser perdido na maioria, talvez em 
todos, os tumores humanos. Pela sua fun^ao centralmente importante, devotamos um capl- 
tulo inteiro a discussao de Rb e, assim, retardaremos a discussao deste gene e sua protema 
codificada ate o Gapi'tulo 8 . O gene supressor de tumor p53 desempenha um papel igual- 
mente central no desenvolvimento de canceres, e a rota que seu produto, p53, controla, 
tambem parece estar desativada em virtualmente todos os tipos de canceres humanos. Este 
gene supressor de tumor e sua protei'na merecem uma discussao igualmente extensa, e por 
conseqiiencia, devotaremos a maior parte do Gapi'tulo 9 a uma detalhada descri 9 ao da fun 9 ao 
de p53 e o programa de morte celular que ela controla. 

Os genes supressores de tumor restantes que tern sido enumerados ate agora despacham 
produtos genicos para uma variedade de si'tios intracelulares, nos quais eles operam de diver¬ 
sas maneiras para suprimir a prolifera^ao celular. Essas protelnas interferem em virtualmente 
todos os circuitos de controle responsaveis por governar prolifera^ao celular e sobrevivencia. 
Muitas das protei'nas codificadas pelos genes supressores de tumor listados na Tabela 7.1 sao 
componentes das rotas de Rb e p53\ inclui'dos nesses circuitos estao os genes 
e pi9^^, e, portanto, a discussao destes sera adiada ate os Capi'tulos 8 e 9. 

Os mecanismos de a^ao de alguns dos genes supressores de tumor na Tabela 7.1 estao razoa- 
velmente bem-entendidos ate agora, enquanto as a 96 es de outros listados nessa mesma tabela 
permanecem bastante obscuras. Enfocaremos, agora, em profundidade tres desses genes su¬ 
pressores de tumor para ilustrar os mecanismos de a 9 ao muito interessantes de seus produtos. 
Esses exemplos — realmente incn'veis — foram escolhidos da ampla lista mostrada na Tabela 
7.1 porque revelam o quao diversos sao os mecanismos que as celulas usam para prevenir a 
prolifera^ao descontrolada. Eles tambem ilustram as dificuldades encontradas na determina- 
9 ao de espedficas afoes bioqui'micas e biologicas de varias protei'nas codificadas por genes 
supressores de tumor. Vamos da superfleie celular para dentro. 
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7.10 A protema NFl age como um regulador negative da 
sinaliza^ao da Ras 

A doen^a neurofibromatose foi descrita pela primeira vez por Friedrich von Recklinghausen, 
em 1862. Agora sahemos que a neurofibromatose tipo 1 (as vezes chamada neurofibromato¬ 
se de Recklinghausen) e uma slndrome de cancer familial relativamente comum, com uma 
media global de um indivlduo afetado em cada 3.500. A caracten'stica primaria dessa doen^a 
e o desenvolvimento de tumores benignos das bainhas celulares ao redor de nervos no siste- 
ma nervoso periferico. Ocasionalmente, uma subclasse desses neurofibromas progride para 
tumores malignos chamados neurofibrossarcomas. Pacientes que sofrem de neurofibroma¬ 
tose tipo 1 tambem tern risco muito aumentado de glioblastomas (tumores da linhagem de 
astrocitos no cerebro; veja a Figura 2.9A), feocromocitomas (surgidos das glandulas adre¬ 
nals) e leucemias mielogenas (veja a Figura 2.8B). Esses tumores envolvem tipos celulares 
surgidos de diversas linhagens embriogenicas. 

Pacientes de neurofibromatose freqiientemente sofrem de anormalidades adicionais que 
envolvem ainda outros tipos celulares. Entre estas estao pontos de “cafe com leite”, os 
quais sao areas de hiperpigmentagao na pele; alteragoes siibitas na morfologia das celulas 
da pele e de ossos longos; deficits cognitivos; lesoes benignas da Iris chamadas “nodulos 
de Lisch” (Figura 7.20). Tais manifestagoes sao muito influenciadas pelo embasamento 
genetico dos pais (i. e., o arranjo de todos os outros alelos genicos no genoma de um 
indivlduo), uma vez que irmaos herdando o mesmo alelo mutante do gene responsavel, 
chamado NFl, com freqtiencia exibem fenotipos muito diferentes da doen^a. 

O gene NFl foi clonado em 1990. (Um segundo tipo de neurofibromatose esta conectado 
com inativagao de um gene supressor de tumor completamente nao-relacionado.) O corn- 
portamento genetico do gene NFl assemelha-se intimamente com o do gene Rb. Assim, 




Figura 7.20 Neurofibromatose 
Neurofibromatose tipo 1 e considerada 
uma sindrome porque um numero de 
distintas condigdes esta associado a um 
unico estado genetico. (A) Notaveis entre 
estas estao os numerosos pequenos 
nodulos subcutaneos (i. e., neurofibromas) 
e os pontos cor de cafe com leite (setas) 
vistos aqui nas costas do paciente. (B) 

Alem disso, nodulos de Lisch sao 
frequentemente observados na iris dos 
olhos desses pacientes. (C) Observagoes 
histologicas de tecidos afetados indicam os 
neurofibromas benignos {esquerda), o 
quais ocasionalmente progridem para 
tumores malignos da bainha de nervos 
perifericos (MPNSTs, direita). A 
complexidade histologica dos neurofibromas 
dificultou muito a identificagao dos seus 
precursores normals que agora se acredita 
que sejam as celulas de Schwann que 
rodeiam axonios perifericos. (A e C, cortesia 
de B.R. Korf; B, de B.R. Korf, Postgrad. Med. 
83:79-88, 1988.) 
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alelos mutantes desativados do gene NFl transmitidos atraves da linhagem germinativa agem 
de uma maneira dominante para criar fenotipos doentes. Ao mVel celular, a configura^ao 
originalmente heterozigotica do gene {NFl*^') e convertida em um estado homozigotico 
{NFF^') em celulas tumorais por perda de heterozigosidade. Finalmente, 50% dos pacientes 
de neurofibromatose nao tern um historico familial da doen^a, indicando que o alelo mutan- 
te que carregam e conseqiiencia de uma muta^ao de novo na linhagem germinativa. Como no 
caso do gene Rh, muta^oes de novo geralmente ocorrem durante espermatogenese nos pais de 
pacientes afetados. 

Uma vez que o gene foi seqiienciado, tornou-se possi'vel associar uma fun^ao para neurofi- 
bromina, a protei'na codificada pelo gene NFl: ela mostrou extensa correla^ao de seqiiencia 
com uma protema de Saccharomyces cerevisiae (levedura), denominada IRA, que funciona 
como uma protema ativadora de GTPase (GAP) para Ras, bem como para duas protemas 
Ras-GAP de mamfferos. Como a maioria, se nao todos os eucariotos, as celulas de leveduras 
usam protei'nas Ras para regular importantes aspectos de seu metabolismo e proliferaq;ao. 
Analises geneticas detalhadas ja mostraram que, em levedura, as fun^oes positivas de sinaliza- 
9 ao da protema Ras sao desempenhadas pela protei'na IRA. Provocando a ativa^ao da ativida- 
de intn'nseca de GTPase da Ras, IRA for 9 a Ras a converter-se de sua forma ativada ligada a 
GTP para sua forma inativa ligada a GDP; precisamente a mesma fun 9 ao e desempenhada 
pelas protei'nas Ras-GAP de mami'feros. Na verdade, uma Ras-GAP pode emboscar Ras ati¬ 
vada antes de esta ter tido a chance de estimular sua trupe de efetores downstream (Se 9 ao 5.9, 
Barra lateral 5.11). 

Essa visao inicial da fun^ao de NFl inspirou um esquema simples de como formas defei- 
tuosas de NFl criam fenotipos doentes. NFl e muito expressa ao longo do corpo, em 
nlveis especialmente altos nos sistemas nervosos centrals e perifericos de adultos. Quan- 
do celulas sao estimuladas por fator de crescimento pela primeira vez, elas podem degra- 
dar NFl, capacitando a sinaliza^ao por Ras a proceder sem interferencia da primeira. 
Entretanto, apos 60 a 90 minutos, ni'veis de NFl voltam ao normal, e a protema que se 
acumula ajuda a interromper a sinaliza^ao por Ras — uma forma de controle por retro- 
alimenta^ao negativa. Em celulas neuroectodermais sem fun^ao de NFl, acredita-se que 
protelnas Ras existam em seu estado ativado, ligadas a GTP, por pen'odos maiores do que 
o normal. De fato, nas celulas de neurofibromas, que sao geneticamente NFl'^', ni'veis 
elevados de Ras ativada e protemas efetoras da Ras podem ser encontrados (Figura 7.21). 
Conseqiientemente, a perda de fun^ao de NFl em uma celula pode mimetizar funcio- 
nalmente as protemas Ras ativadas que sao criadas pelos oncogenes mutantes ras (veja a 
Sefao 5.9). 

A complexidade histologica de neurofibromas tern tornado dificil identiflcar o tipo celu¬ 
lar normal que produz a maioria das celulas nesses crescimentos. Analises microscopicas 
(veja a Figura 7.20) revelam que esses crescimentos sao compostos de uma mistura de 
tipos celulares, incluindo celulas de Schwann (as quais envolvem e isolam axonios ner¬ 
vosos), neuronios, celulas perineurais (que parecem ser de origem fibroblastica e sao 
encontradas ao redor de neuronios), fibroblastos e mastocitos, os liltimos vindos do 
sistema imunologico. Em alguns desses tumores benignos, celulas de Schwann sao clara- 
mente o tipo celular que prevalece, enquanto em outros parece que fibroblastos ou celu¬ 
las perineurais podem dominar. 

O peso das evidencias indica que os precursores das celulas de Schwann sao os alvos 
primarios de LOH em neurofibromas, e que uma vez que as celulas de Schwann perdem 
toda a fun^ao de NFl, elas orquestram o desenvolvimento desses crescimentos histologi- 
camente complexes pela indu^ao de co-prolifera^ao de uma variedade de outros tipos 
celulares via sinaliza^ao paracrina. Essa co-prolifera^ao levanta uma questao interessante 
e ainda nao-respondida, no entanto: ja que esses outros tipos celulares vizinhos tern um 
genotipo NFl*^', poderiam ser eles mais susceti'veis a sinais estimulatorios de crescimen¬ 
to do que celulas totalmente tipo selvagem? Tal suscetibilidade aumentada poderia sur- 
gir do fato de que tais celulas carregam somente metade da dose normal de protema NFl 
funcional. 
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FIgura 7.21 Neurofibromlna e o cicio de 
slnallzagao da Ras Como llustrado na 
FIgura 5.30, a proteina Ras passa por urn 
cIcIo no qual ela se torna ativada por urn 
fator de troca de nucleotideo de guanina 
(GEF), tal como Sos, e Inativa por uma 
proteina ativadora de GTPase (uma Ras- 
GAP). Uma das principals Ras-GAPs e a 
neurofibromlna (NF1), produto do gene 
NF1. A interagao de Ras com NF1 pode 
aumentar a atividade de GTPase da Ras 
mals de mil vezes. A estrutura do dominlo 
de NF1 que interage com Ras e ilustrada 
aqui. Urn subdomlnio de NF1 chamado de 
"dedo de arginina" (ac/ma) carrega uma 
arginina critica (R1276) que esta inserida na 
fenda GTPase da Ras e contribui 
ativamente para a hidrolise de GTP a GDP 
pela Ras. Formas mutantes de NF1 
(carregando substituigoes de aminoacidos) 
observadas em pacientes com 
neurofibromatose estao indicadas por 
esieras verde-claro que estao marcadas por 
caixas verdes] mutagoes criadas 
experimentalmente tambem geraram urn 
numero de substituigoes de aminoacidos 
{esferas verde-escuro) que tambem 
comprometem a fungao GAP de NF1. Alem 
disso, uma delegao de larga escala (A53) e 
uma insergao (“inserto tipo N") encontradas 
em pacientes sao mostradas; ambas sao 
associadas a doenga. (De K. Scheffzek et 
at, EMBO J. 17:4313-4327, 1998.) 


Aqui esta uma indicagao de que uma dose metade da normal de proteina NFl pode, sim, 
afetar celulas e, assim, o fenotipo do organismo: mastocitos (um tipo de celula imune) em 
camundongos que expressam um receptor de fator de crescimento Kit defeituoso sao produ- 
zidos em mimeros anormalmente baixos, uma indicagao do importante papel de Kit na pro- 
mogao de proliferagao dessas celulas imunes. Todavia, o genotipo quando presente nos 

precursores de mastocitos que possuem o receptor Kit parcialmente defeituoso, resulta em uma 
reversao substancial do fenotipo (i. e., uma normalizagao do numero de mastocitos), indicando 
(1) que NFl opera para enfraquecer o sinal do receptor Kit, entre outras protemas; e (2) que a 
sinalizagao inadequada do receptor Kit pode ser compensada pela sinalizagao aumentada da Ras, 
resultante da perda parcial de fungao NFl. Em um sentido mais amplo, a presenga da proteina 
NFl em concentragoes metade da normal em muitos tipos de celulas provavelmente resulta 
em um aumento substancial da sinalizagao de Ras e, assim, afeta os fenotipos das celulas. 

Essas observagoes levantam uma questao mais geral sobre genes supressores de tumor: dado 
que as mudangas fenotipicas completas da inativagao de genes supressores de tumor (TSG) 
sao sentidas apenas quando ambas as copias sao perdidas, poderia, entretanto, ser o caso de 
que meia dose de suas protemas codificadas (o que e freqiientemente observado em celulas 
com um genotipo TSG*^') produz mudangas subitas, porem bem reais, no comportamento 
celular - o fenomeno genetico de haploinsuficiencia (Barra lateral 7.6)? 


7.11 Ape facilita egresso de celulas de criptas do colon 

Enquanto a grande maioria (95%) de canceres de colon parece ser esporadica, um pequeno 
grupo surge como uma conseqiiencia de alelos herdados que criam risco substancial dessa 
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Barra lateral 7.6 Haploinsuficiencia: quando meia dose nao e muito 
melhor do que nada O paradigma de Knudson de inativa 9 ao de 
genes supressores de tumor postula que alelos mutantes de genes 
supressores de tumor sao recessivos ao m'vel celular. Assim, celulas 
heterozigotas para um gene supressor de tumor (i. e., TSG*^') deve- 
riam ser fenotipicamente normals. Porem existem razoes bioqui'mi- 
cas perfeitamente boas para pensar que celulas expressando metade 
do m'vel normal de uma protei'na de um gene supressor de tumor 
podem ter um fenotipo que desvia significativamente do selvagem, 
e, na verdade, exemplos disso tern sido observados alem dos citados 
no texto. 

No caso de gene Rh, evidencia substancial indica que cdulas Rh*^' 
sao fenotipicamente normals. Assim, quaisquer patologias mostradas 
por heterozigotos humanos sao limitadas a popula 96 es de cdulas que 
perderam a copia selvagem do gene Rb, geralmente por LOH, e sao, 
portanto, RR^'\ os tecidos Rb*^' remanescentes ao longo do corpo pare- 
cem desenvolver-se normalmente e exibir fun^oes normals. 

Observances de camundongos alterados geneticamente, no en- 
tanto, proveem exemplos claros de haploinsuficiencia. Camundon¬ 


gos carregando somente uma copia do gene que codifica o fator de 
transcrinao Smad4, usado por TGF-(3 para inibir proliferanao celu¬ 
lar (como veremos na Se^ao 8.10), sao predispostos a desenvolver 
polipos no estomago e no intestine delgado, e as celulas nesses tu- 
mores continuam a carregar copias tinicas do alelo tipo selvagem 
desse gene. Camundongos heterozigotos para o gene supressor de 
tumor sao similarmente suscetlveis a tumor, sem indicanao 

de LOH em celulas tumorais; esse gene codifica um importante ini- 
bidor de progressao de ciclo celular (Se^ao 8.4). Um terceiro exem- 
plo e provide por camundongos heterozigotos para o gene que co¬ 
difica a protema supressora de tumor PTEN (Se^ao 6 . 6 ), em que 
uma data aceleranao de tumorogenese de cancer de prostata e cria- 
da pela austocia de uma unica copia desse TSG. Finalmente, a dele- 
nao de uma copia do gene DmpR o qual codifica um fator de trans- 
crinao que induz a expressao de TSG pl9^^^, leva novamente a susce- 
tibilidade aumentada a tumor sem perda da copia tipo selvagem do 
gene em celulas tumorais. Ao todo, pelo menos meia duzia de TSGs 
humanos produzem fenotipos celulares anormais quando uma tinica 
copia do gene tipo selvagem esta presente no genoma das celulas. 


doen^a por toda a vida. A mais compreendida dessas smdromes herdaveis de cancer de colon 
e a polipose adenomatosa, geralmente chamada polipose adenomatosa familial (FAP), isto e, 
uma suscetibilidade herdada a desenvolver polipos adenomatosos no colon. Tais polipos (nao- 
malignos), sozinhos, sao suscetlveis a desenvolver carcinomas a uma freqiiencia baixa mas 
previslvel. Esta slndrome e responsavel por um pouco menos de 1% de todos os canceres de 
colon no ocidente. 

Nos colons de popula^oes ocidentais, nas quais o cancer de colon e relativamente freqiiente 
por fatores dieteticos ainda pouco entendidos, polipos sao, com freqiiencia, encontrados em 
baixos numeros espalbados ao longo do colon. Aos 70 anos, ate metade dos indivlduos dessas 
popula^oes desenvolveu pelo menos um desses crescimentos (veja, p. ex., a Figura 2.15A). 
Nao obstante, nos relativamente raros indivlduos sofrendo de polipose adenomatosa fami¬ 
lial, centenas de polipos formam um carpete na superflcie luminal do colon, isto e, a super- 
flcie do colon que esta voltada para a cavidade intestinal. 

A clonagem do gene APC (Barra lateral 7.7) levou, apos muitos anos de pesquisa adicional, 
a uma visao razoavelmente clara de como ele e sua protelna codificada sao capazes de contro- 
lar prolifera^ao celular no colon. Como discutiremos em maiores detalhes em capltulos pos- 
teriores, os epitelios do colon e do duodeno sao organizados de uma maneira que e tlpica de 
diversos epitdios ao longo do corpo. Em todos os casos, grupos de celulas-tronco relativa¬ 
mente indiferenciadas geram duas celulas-filha distintas quando se dividem: uma filha per- 
manece como celula-tronco, assegurando assim que o numero de celulas-tronco permane^a 


Figura 7.22 Polipose adenomatosa familial 
A parede do colon de um individuo afetado 
com polipose adenomatosa familial (FAP) e 
forrada com centenas de pequenos polipos 
(esquerda)-, tais polipos sao ausentes na 
parede lisa de colons normals [direita). A 
estrutura detalhada de um tipo de polipo 
colonico e mostrada na Figura 2.15A. 
(Cortesia de A. Wyllie e M. Arends.) 
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Barra lateral 7.7 Popula 96 es humanas especiais facilitam a detec- 
9 ao de si'ndromes herdaveis de cancer e o isolamento de genes res- 
ponsaveis Os mormons no estado de Utah representam uma popu- 
la 9 ao que prove uma otima oportunidade a geneticistas humanos 
para entender a genetica de varios tipos de doen 9 as herdaveis huma¬ 
nas. Uma propor 9 ao substancial de indivi'duos na popula 9 ao atual 
de mormons em Utah pode rastrear sens ancestrais ate um grupo 
relativamente pequeno de fundadores pioneiros que chegaram em 
Utah na metade do seculo XIX. Casais de mormons tern tido tradi- 
cionalmente um mimero grande de filhos e tem-se reproduzido re¬ 
lativamente cedo, levando a grandes familias multigeracionais - ob- 
jeto ideal de pesquisa genetica. 

Mais importante, um dogma da religiao dos mormons e uma 
cren 9 a no batismo retroativo de individuos ancestrais dos de hoje. 
Como conseqiiencia, a igreja Mormon (mais apropriadamente, a 
Igreja de Jesus Cristo dos Santos dos Ultimos Dias) tern encorajado 
sens membros a praticar extensiva pesquisa genealogica. Para facili- 
tar tal pesquisa, a igreja estabeleceu e mantem o maior arquivo ge- 


nealogico do mundo na cidade de Salt Lake, Utah. Finalmente, os 
mormons em Utah tern sido particularmente receptivos em ajudar 
geneticistas humanos a tra 9 ar genes para suscetibilidade a doen 9 as 
especificas por sens pedigrees. 

A confluencia desses fatores tornou possivel montar pedigrees mul¬ 
tigeracionais, como o mostrado na Figura 7.23; estes tern capacitado 
geneticistas a rastrear com precisao como o alelo mutante de um gene 
predispondo uma pessoa a polipose adenomatosa familial e transmiti- 
do atraves de miiltiplas gera 96 es de uma familia e como ele opera de 
maneira dominante para criar suscetibilidade a polipos de colon e re- 
sultar em risco aumentado de cancer de colon. O uso de analise de 
liga 9 ao, na qual a transmissao genetica desse alelo de predisposi 9 ao es- 
tava conectada a marcadores geneticos anonimos em varios cromosso- 
mos humanos, tambem revelou que esse alelo era repetidamente co- 
transmitido de uma gera 9 ao para a proxima com marcadores geneticos 
no bra 90 curto do cromossomo 5 humano. Essa localiza 9 ao, junto com 
analises de LOFl, por fim tornaram possivel a clonagem molecular do 
gene APC, em 1991. 



individuos em uma familia afetada com uma suscetibilidade 
congenita a sindrome de cancer, como polipose adenomatosa 
familial, facilita muito a localizagao do gene responsavel em uma 
pequena regiao de um cromossomo humano. No caso do gene Ape, 
a disponibilidade de uma grande familia mormon afetada com 


Utah, facilitou a localizagao desse gene em uma regiao pequena do 
brago curto do cromossomo humano 5. Individuos afetados estao 
indicados por simbolos preenchidos. (Cortesia de R.L. White, M.F. 
Leppert e R.W. Burt.) 
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constante em um tecido; entretanto, a outra filha e suas descendentes tornam-se comprome- 
tidas a se diferenciar. 

No intestine delgado, algumas dessas celulas epiteliais diferenciadas participam da absor^ao 
de nutrientes do lumen e da transferencia desses nutrientes para a circula^ao; no colon, elas 
podem absorver agua do lumen. Ainda outras celulas epiteliais especializadas secretam um 
material semelhante a muco que ajuda a proteger o epitelio do colon de conteudos do lumen. 
(No trato gastrintestinal, essas varias celulas epiteliais sao chamadas enterocitos.) 

As localizaq;6es das celulas-tronco e de celulas mais diferenciadas no colon estao ilustradas na 
Figura 7.24A. Note que as celulas-tronco sao protegidas por sua localiza^ao no fundo de 
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Figura 7.24 p-catenina e a biologia das criptas do colon (A) A cripta do 
cdlon contem celulas-tronco em replicagao perto do fundo, as quais 
contem altos niveis de p-catenina (setas vermelhas pequenas). Nas 
celulas localizadas proximas do fundo da cripta, niveis de p-catenina 
intracelular estao altos porque elas estao recebendo sinais Wnt do 
estroma {vermelho: veja a Segao 6.10). Essas moleculas de p-catenina 
migram para o nucleo e se associam a fatores de transcrigao Tcf/Lef, 
os quais promovem proliferagao aumentada dessas celulas e 
previnem sua diferenciagao. No intestine normal, grande parte da 
prole dessas celulas-tronco migra para cima na diregao do lumen 
(lado esquerdo da cripta). Quando elas fazem isso, a estimulagao 
por Wnts diminui; isso leva a aumentada degradagao de p-catenina, 
0 que resulta, por sua vez, na cessagao de proliferagao e na 
aumentada diferenciagao ao passo que as celulas aproximam-se do 
lumen e, por fim, entram em apoptose, apos 3 a 4 dias (setas verdes 
pequenas). Em contraste, quando a protelna Ape e defeituosa, niveis 
de p-catenina permanecem altos (lado direito da cripta) mesmo na 
ausencia de intensa sinalizagao por Wnt, e celulas ainda nao 


diferenciadas, proliferativas (purpura), falham em migrar, acumulam-se 
dentro da cripta e por fim geram um pdlipo adenomatoso. (B) A 
formagao do compartimento perto do fundo das criptas depende 
criticamente do alto nlvel de p-catenina normalmente encontrado em 
celulas-tronco e de sua habilidade em se associar com a protelna Tcf4 
para formar um fator de transcrigao ativo. Como visto nessa figura, 
celulas epiteliais no fundo das criptas de camundongos Tcf4+f- (setas, 
painel superior) sao altamente proliferativas, como evidenciado pela 
coloragao com Ki67, um marcador de proliferagao celular. Quando elas 
se movem para fora da cripta acima dos lados das vilosidades, perdem 
potencial proliferative. (As celulas mesenquimais no centro de cada 
vilosidade sao tambem altamente proliferativas, mas seu 
comportamento nao esta relacionado aquele dos enterocitos epiteliais.) 
Em camundongos Tcf47- (painel inferior), em contraste, as celulas- 
tronco dos enterocitos nas criptas estao ausentes (seta) e todo o 
intestino, portanto, flea sem uma camada epitelial. (A, de M. van de 
Wetering et at. Cell 111:251-263, 2002; B, de V. Korinek et at, Nat 
Genet 19:379-383, 1998.) 
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profundas cavidades conhecidas como criptas. Enquanto parte da prole dessas celulas fica para 
tras nas criptas para manter um niimero constante de celulas-tronco, a maioria e dispersa para fora 
da cripta na dire^ao da superflcie luminal do epitelio, onde elas funcionarao brevemente para 
formar o alinhamento epitelial do intestino, morrerao por apoptose e serao descartadas no lumen 
do colon. Todo esse processo de migra^ao e morte leva apenas 3 a 4 dias. 

O esquema mostrado na Figura 7.24A representa um mecanismo de defesa muito efetivo 
contra o desenvolvimento de cancer de colon, uma vez que quase todas as celulas que sofreram 
muta 96 es no dever de prote 9 ao da parede do colon sao condenadas a morrer dentro de dias 
depois de formadas. Por essa logica, o unico tipo de muta^ao que pode levar subseqiientemen- 
te ao desenvolvimento de um cancer sera o daquelas muta^oes (e alelos mutante resultantes) 
que bloqueiam ambos os eventos, de migra^ao de cdulas epiteliais do colon a partir das criptas 
e de morte celular, que ocorre logo apos. Se um enterocito do colon adquire uma muta^ao que 
causa sua reten^ao e sobrevivencia em uma cripta, essa cdula e suas descendentes podem se 
acumular na cripta, e quaisquer alelos mutantes adicionais adquiridos subseqiientemente por 
sua progenie serao similarmente retidos nas criptas, em vez de serem rapidamente perdidos 
por apoptose dessas celulas descendentes. Tais muta^oes adicionais podem incluir, por exem- 
plo, genes que empurram a progenie para um estado de crescimento neoplasico. 

Essas dinamicas estao focadas no mecanismo molecular que controla a migra^ao de enteroci- 
tos da cripta do colon. P-catenina e a governadora de grande parte desse comportamento. 
Lembremos da Se^ao 6.10: os mVeis de P-catenina soluvel no citoplasma sao controlados por 
fatores de crescimento Wnt. Quando Wnts ligam-se a receptores da superflcie celular, 
P-catenina e preservada da destrui^ao, se acumula e migra para o micleo, onde se liga a um 
grupo de protelnas ligadoras de DNA chamadas genericamente de Tcf ou Lef O fator hete- 
rodimerico de transcri^ao resultante procede para atrair ainda outras protelnas nucleates, 
formando complexos multiproteicos que ativam a expressao de uma serie de genes-alvo, pro- 
gramando (no caso de enterocitos) o fenotipo de celula-tronco. 

No contexto da cripta do colon, celulas-tronco enteroclticas encontram fatores Wnt libera- 
dos por celulas estromais perto do fundo da cripta, os quais mantem altos os nlveis de 
P-catenina nos enterocitos (veja a Figura 7.24). Na verdade, essas cdulas sao mantidas em 
um estado semelhante ao de celula-tronco pelo alto nlvel de P-catenina intracelular. Entre- 
tanto, quando parte da progenie dessas celulas-tronco come^a sua migra^ao, ela nao mais 
experimenta sinaliza 9 ao por Wnt, e nlveis de P-catenina intracelular caem precipitadamente. 
Como conseqiiencia, essas celulas perdem seu fenotipo de cdula-tronco, saem do ciclo celu¬ 
lar e diferenciam-se em enterocitos funcionais. 

Ape, o produto do gene da polipose adenomatosa do colon, e responsavel pelo controle negativo 
dos nlveis de P-catenina no citosol. Nas celulas do fundo de criptas normais, o gene APC nao e 
expresso em nlveis detectaveis, e P-catenina esta presente em altos nlveis. Todavia, quando cdulas 
come^am sua migra^ao para fora da cripta, os nlveis de expressao de Ape nestas cdulas aumentam 
muito, e, na ausencia de Wnts, a Ape baixa os nlveis intracelulares de P-catenina. 

Essa expressao invertida e explicada facilmente pelo conhecido mecanismo molecular de 
a^ao de Ape, uma grande protelna de 2.843 aminoacidos (Figura 7.25A). Juntamente com 
duas protelnas de sustenta^ao, axina e conductina, Ape forma um complexo multiproteico 
que une glicogenio sintase cinase-3P (GSK-3P) e P-catenina (Figura 7.25B). Essa associa 9 ao 
capacita GSK-3P a fosforilar quatro reslduos aminoterminais de P-catenina; a fosforila^ao 
entao leva a degrada^ao de P-catenina pela via ubiquitina-proteossoma (Barra lateral 7.8). 
Em suma. Ape e essencial para disparar a degrada^ao de P-catenina e, na sua ausencia, altos 
nlveis de P-catenina acumulam nas celulas. 

Com essa informa^ao em mente, podemos colocar a inativa^ao do gene APC no contexto da 
biologia das criptas do colon. Quando o espectro de muta^oes de APCencontrado em canceres de 
colon humanos e catalogado (veja a Figura 7.25), e posslvel ver muitas muta^oes que causam 
termino premature de tradu^ao da protelna Ape, assim removendo domlnios que sao importantes 
para sua habilidade de associar-se a P-catenina e axina para resultante degrada^ao de P-catenina. 
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O aciimulo de P-catenina e claramente a mais importante conseqiiencia da inativa^ao de 
APC, a qual pode ser observada em cerca de 90% dos carcinomas esporadicos de colon. E 
possiVel chegar a essa conclusao a partir do estudo da minoria restante (cerca de 10%) de 
carcinomas esporadicos que carregam alelos APC tipo selvagem. Em alguns casos, o promo¬ 
tor do gene APC esta hipermetilado e, assim, inativo. Em outros, o gene de P-catenina carre- 
ga muta^oes pontuais, e as moleculas mutantes de P-catenina perdem os residuos de aminoa- 
cidos normalmente fosforilados por GSK-3p. Como nao podem ser fosforiladas, nas mole- 
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Figura 7.25 Ape, p-catenina e Tcf/Lef (A) Este diagrama indica em 
destaque a estrutura multidominio de Ape (ac/ma) com urn grafico do 
espectro de mutagoes de APC e onde elas ocorrem (abaixo). (B) Como 
e aparente, a molecula de p-catenina (cilindros azul-claro e cinza) 
associa-se a varies parceiros proteicos alternatives durante seu cicio de 
vida. Apos sua sintese, pode ser ligada no citosol a urn dominio da 
proteina Ape (azul-escuro, laranja), o que a torna alvo para destruigao 
no proteossoma. Se ela escapa a destruigao, pode usar o mesmo 
dominio para ligar-se ao dominio citoplasmico de urn receptor da 
superficie celular chamado E-caderina (amarelo), como veremos nos 
Capitulos 13 e 14. Alternativamente, p-catenina pode migrar para o 
nucleo, onde se associara a urn dominio de urn fator de transcrigao Tcf/ 
Let {verde) e ativara a expressao de urn numero de genes-alvo. Como 
aparente, todos os parceiros ligadores de p-catenina tern dominies 
estruturais similares que usam para ligar p-catenina. (C) No modelo de 


camundongo Min de polipose familial, uma mutagao pontual 
inativadora foi introduzida no gene APC pela agao de quimicos 
mutagenicos. A regiao cromossomica carregando esse alelo mutante 
sofre LOFi em algumas celulas das criptas intestinais, gerando celulas 
sem atividade de Ape. Nestas celulas, p-catenina nao e mais 
degradada, acumula a altos niveis e entra no nucleo celular, em que 
colabora com fatores de transcrigao para direcionar a expressao de 
genes promotores de crescimento. 0 resultado e urn crescimento 
clonal externo, como o adenoma visto aqui, no qual a p-catenina e 
visualizada por imunocoloragao (rosa, ac/ma), enquanto os nucleos de 
todas as celulas, incluindo aqueles de criptas normals {abaixo), sao 
vistos em azul. (A, de R Plakis, Biochim. Biophys. Acta 1332:F127-F147, 
1997 e adaptada de R. Fodde et al., Nat. Rev. Cancer 1:55-67, 2001; B, 
cortesia de F1.J. Choi e W.l. Weis, e de N.C. Fla et al.. Mol. Cell. 15:511- 
521,2004; C, cortesia de K.M. Flaigis e T. Jacks.) 








































VHL MODULA A RESPOSTA A HIPOXIA / 241 


culas mutantes de (l-catenina escapam da degrada^ao e se acumulam — precisamente a conse- 
qiiencia observada quando Ape esta ausente! 

Quando P-catenina se acumula em precursores de enterocitos pela inativa^ao de fun^ao de 
Ape ou outros meeanismos (Figura 7.25C), faz eom que eles retenham um fenotipo seme- 
Ihante ao de eelula-troneo, o que os impede de migrar para fora das eriptas. Isso leva, por sua 
vez, ao aeumulo de um grande mimero de eelulas relativamente nao-difereneiadas na eripta 
do eolon (veja a Figura 7.24A), formando, por fim, polipos adenomatosos. Igualmente im- 
portante, estas eelulas podem, mais tarde, sustentar mutafoes que as eapaeitem a formar 
polipos mais avan^ados e, seguidos de mais muta^oes, eareinomas. 

Esse modelo expliea a seqiieneia de muta^oes que leva fmalmente a forma^ao de eelulas de 
eareinoma de eolon humane. A primeira de tais muta^oes envolve invariavelmente a inativa- 
9 ao de fun 9 ao de Ape (ou as mudan^as equivalentes meneionadas anteriormente). As edulas 
resultantes, agora aprisionadas nas eriptas, podem softer muta^oes em muitos outros genes, 
eomo K-rar (Se^ao 4.4), que fazem essas eelulas ereseerem mais agressivamente. Altera^oes da 
via Ape-P-eatenina sempre vem primeiro, enquanto a ordem das subseqiientes altera^oes 
genetieas e bem variavel. 

Pesquisas reeentes tern apontado uma outra eonseqiieneia eompletamente inesperada da per- 
da de Ape. Demonstrou-se que eelulas sem fun^ao de Ape exibem um aeentuado aumento na 
instabilidade eromossomiea (CIN), o que resulta em aumento e diminui^ao do mimero de 
eromossomos, geralmente pela segrega^ao inapropriada de eromossomos durante mitose. 
Algumas eelulas Ape negativas ate mesmo aeumulam eariotipos tetraploides (ou quase tetra- 
ploides), nos quais a maioria dos eromossomos e representada em quatro eopias em vez das 
duas usuais. Esse defeito pareee derivar do fato de que, em adi^ao a fun^oes eitoplasmieas de 
Ape deseritas anteriormente, moleeulas de Ape loealizam-se junto a eomponentes dos arran- 
jos de mierotiibulos do fuso aeromatieo e sao responsaveis pela segrega^ao eromossomiea 
durante a anafase e a telofase da mitose. A aneuploidia resultante desses defeitos na segrega- 
9 ao eromossomiea altera o mimero relativo de genes en'tieos promotores e inibidores do 
ereseimento. Essas mudan^as, por sua vez, podem faeilitar tumorogenese pela aeelera^ao da 
taxa eom a qual eelulas pre-malignas adquirem genotipos vantajosos e, assim, fenotipos. 


7.12 Doen^a de Von Hippel-Lindau: pVHL modula 
a resposta hipoxica 

A sindrome de Von Flippel-Lindau e uma predisposi^ao hereditaria ao desenvolvimento de 
varios tumores, ineluindo eareinomas de eelulas elaras do rim, feoeromoeitomas (tumores de 
eelulas da glandula adrenal) e hemangioblastomas (tumores dos vasos sangtimeos) de siste- 
ma nervoso eentral e retina. Mutafoes na linhagem germinativa do gene supressor de tumor 
VHL tern sido doeumentadas em quase todos os paeientes que softem da sindrome. Alelos 
VHL mutantes pareeem estar presentes no eonjunto de genes humanos em uma fteqiieneia 
que resulta em uma ineideneia da doen 9 a de eerea de um em 35 mil na popula 9 ao em geral. 
Como alelos mutantes de Rb, os alelos VHL mutantes agem ao nivel organismal de maneira 
dominante autossomica para criar a doen 9 a. E expandindo a analogia a Rb, o loco VHL softe 
uma perda de heterozigosidade (LOH) que resulta em um genotipo VHL~^' nas eelulas tumo- 
rais de paeientes que herdaram um alelo VHL mutante de linhagem germinativa. 

O gene VHL e tambem inativado na maioria (eerea de 70%) dos carcinomas esporadicos (i. 
e., nao-familiais) de rim. Nos tumores esporadicos nos quais alelos mutantes de VHL nao sao 
detectaveis, o silenciamento transcricional deste gene devido a metila 9 ao de promotor e fte- 
qiientemente encontrado. A principal, porem aparentemente nao a linica, fun 9 ao de pVHL, 
o produto do gene VHL, e promover a destrui 9 ao de uma subunidade de um fator de trans- 
cri 9 ao critico chamado fator-1 induzivel por hipoxia (HIF-1). 

Em eelulas experimentando tensoes normals de oxigenio (normoxia), pVFfL provoca a de- 
grada 9 ao da subunidade FlIF-la do HIF-1. Conseqiientemente, HIF-1 a e sintetizada e 
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Barra lateral 7.8 Ubiquitina 9 ao marca protemas celulares para des- 
trui 9 ao em proteossomas A concentra^ao de muitas protemas celu¬ 
lares deve ser firmemente controlada em resposta a uma variedade 
de sinais fisiologicos. Muito desse controle e alcan 9 ado pela degra- 
da^ao seletiva dessas proteinas. Assim, sob certas condi^oes, uma 
protelna pode ter vida longa e pode, portanto, acumular-se dentro 
da celula, enquanto sob outras circunstancias ela e rapidamente de- 
gradada a uma taxa regulada por certos sinais fisiologicos. Essa de- 
grada^ao e realizada, quase sempre, pelo sistema ubiquitina-prote- 
ossoma (Tabela 7.3). 

Para citar um exemplo, muitas proteinas sao fosforiladas em ami- 
noacidos importantes por uma cinase, uma vez que sua degrada^ao e 

Tabela 7.3 Vantagens da proteolise regulada por ubiquitina 

A. Nao-direcional - diferentemente de fosforilagao e outras 
modificagoes p6s-traducionais de proteinas, degradagao 
nao pode ser revertida 

B. Rapidez - um grande numero de moleculas de proteina 
pode ser eliminado de uma maneira regulada em questao 
de minutes 

C. Ajuste fino - prove outro modo de ajustar finamente os 
niveis de proteinas reguladoras criticas 

D. Localizada - pode ser confinada a compartimentos sub- 
celulares especificos 

E. Especificidade - um pequeno conjunto de proteinas pode 
ser degradado sem qualquer efeito nas outras proteinas 

Cortesia de M. Pagano. 


ordenada. O fosfoaminoacido resultante, no contexto de residues de 
aminoacidos vizinhos, atrai um complexo de enzimas que ancoram co- 
valentemente uma molecula de ubiquitina a proteina - o processo de 
ubiquitilagao (freqiientemente chamado ubiquitinagao). Como um me- 
canismo alternativo, a exposigao, por uma proteina, de um de seus nor- 
malmente escondidos subdominios pode atrair a atengao de um com¬ 
plexo de ubiquitinagao mesmo sem a marcagao especifica criada por 
fosforilagao. 

Ubiquitina e uma proteina pequena (76 residuos) cuja seqiiencia e 
muito conservada entre eucariotos unicelulares e celulas de mamiferos; 
somente 3 de 76 aminoacidos diferem entre as versoes dessa proteina 
em humanos e leveduras. (Sua presenga em toda a biosfera inspirou seu 
nome.) Uma molecula de ubiquitina e inicialmente ligada via sua glici- 
na C-terminal a e-amina da cadeia lateral de uma lisina presente em 
um alvo proteico; uma segunda molecula de ubiquitina e entao ligada a 
lisina 48 da primeira ubiquitina, e o processo e repetido muitas vezes, 
produzindo uma cadeia de poliubiquitina (Figura 7.26). A molecula 
proteica etiquetada dessa forma direciona-se para o proteossomo no 
micleo ou no citoplasma, no qual e degradada. (Uma versao alternativa 
da cadeia de poliubiquitina, na qual ligagoes ubiquitina-ubiquitina sao 
formadas atraves dos residuos lisina 63 de monomeros de ubiquitina, 
parece estar envolvida na ativagao funcional de proteinas marcadas em 
vez de sua degradagao.) 

A ampla importancia dessa maquinaria de degradagao de pro¬ 
teina e indicada pelo fato de que analise de seqiiencia de aproxima- 
damente 20.000 genes no genoma humano indicou que pelo menos 
527 genes provavelmente codificam ubiquitinas ligases E3 - as pro- 
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Figura 7.26 Ubiquitinagao e proteossomos Muito da degradagao 
de proteinas em celulas de mamiferos e conduzida pela rota da 
ubiquitina-proteossomo. (A) Um complexo de tres proteinas (El, 
E2 e E3), que juntas constituem uma ubiquitina ligase, reconhece 
uma proteina destinada para degradagao e a marca com uma 
cadeia de ubiquitinas (Ubi). Seguidamente a poliubiquitinagao, a 
proteina e levada a um proteossomo (veja a Figura 7.27), no qual 
e desubiquitinada e degradada em oligopeptideos que sao ou 


degradados em aminoacidos ou usados para apresentagao de 
antigenos pelo sistema imune; (veja a Segao 15.3). (De fato, um 
proteossomo especializado e usado para processar proteinas 
para apresentagao de antigenos.) (B) Ubiquitina e uma proteina 
relativamente pequena de 76 residuos de aminoacidos cujas 
sequencia e estrutura sao quase totalmente conservadas entre 
todas as celulas eucarioticas. Sua estrutura e indicada aqui neste 
diagrama, determinada por cristalografia de raios X. 
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Figura 7.27 0 proteossomo 0 proteossomo 
e um complexo de cerca de 2,5 megadaltons 
composto de mais de 30 especies proteicas 
distintas. (A) Esta imagem reconstruida de 
um proteossomo, determinada por 
cristalografia de raios X, indica duas 
regides cap (purpura), onde proteinas 
ubiquitinadas sao ligadas, 
desubiquitinadas e entao introduzidas na 


regiao de barril centralmente localizada 
[amarelo), na qual elas sao processadas 
por degradagao proteolitica em 
oligopeptideos ou residues de 
aminoacidos. (B) Um diagrama esquematico 
da regiao de barril em corte longitudinal 
indica a regiao (pontos vermelhos) onde a 
protedlise real acontece. (A, de W. 

Baumeister et al., Cell 92:367-380, 1998.) 


teinas responsaveis pelo reconhecimento inicial dos substrates proteicos que devem ser mar- 
cados para ubiquitinagao e destruigao; outra analise identificou 110 enzimas candidatas para 
desubiquitinagao (DUBs). 

Proteossomos sao organelas celulares dedicadas a degradagao de proteinas apresentadas a eles. 
O proteossomo e um complexo grande, oco, cilindrico, de miiltiplas subunidades proteicas, que 
usa ATP para desdobrar uma proteina previamente a degradagao dela no interior do cilindro 
(Figura 7.27). Proteinas poliubiquitinadas introduzidas no proteossomo sao primeiramente de¬ 
subiquitinadas e entao digeridas em pequenos fragmentos peptidicos variando em tamanho de 3 
a 25 residues de aminoacidos. 

Sabe-se que a poliubiquitinagao e conhecida ser responsavel pela degradagao de muitas 
proteinas de vida curta, reguladoras do crescimento, como Myc, p53, Jun e certas ciclinas (a 
serem descritas no Capitulo 8), e mais de 80% das proteinas em celulas de mamiferos estao 
nos proteossomos. Enquanto poliubiquitinagao marca proteinas para destruigao, a fungao de 
monoubiquitinagao (em que apenas uma ubiquitina e ligada) e complexa e pouco compreen- 
dida. Ha claras indicagoes de que monoubiquitinagao e usada em certos contextos celulares 
para regular endocitose, recrutamento de proteinas, trafego de proteinas dentro do micleo e 
ate regulagao da expressao gmica. Por exemplo, a monoubiquitinagao da proteina supressora 
de tumor p53 a marca para exportagao do micleo; a poliubiquitinagao subseqiiente pode 
entao marcar p53 para destruigao em proteossomos. Uma dimensao adicional de complexi- 
dade deriva do fato de que ubiquitina e apenas uma de um grupo de cerca de 10 proteinas 
marcadoras (p. ex., as proteinas semelhantes a ubiquitina Sumo e Nedd) usadas para marcar 
varias proteinas, marcando-as para uma variedade de destinos metabolicos que nao protedlise. 
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entao degradada com uma meia-vida de apenas 10 minutos. O resultado e que HIF-la 
acumula somente a baixi'ssimos m'veis em estado estacionario nas celulas, e, portanto, o fator 
de transcri^ao funcional HIF-1, o qual e composto de duas subunidades essenciais - FdlF-la 
e FIIF-ip — permanece inadvo (Figura 7.28). 

Tal smtese seguida de rapida degrada^ao e freqiientemente chamada “ciclo fiitil”. Esse ciclo 
particular e interrompido quando celulas experimentam hipoxia (tensoes subnormals de oxi- 
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Figura 7.28 HIF-1 e sua regulagao por pVHL (A) 0 fator de transcrigao- 
1 induzido por hipoxia (HIF-1) e composto de duas subunidades, 
HIF-la e HIF-1 p, ambas necessarias para sua fungao ativadora de 
transcrigao. Sob condigoes de normoxia (ac/ma), HIF-la (azul) e 
sintetizada a uma alta taxa e quase imediatamente degradada pela 
agao de pVHL {vermelha). Sob tais condigoes, prolina hidroxilase 
(marram), uma enzima que contem ferro e e responsavel pela oxidagao 
de dois residues de prolina de HIF-la, e capaz de converter urn ou 
ambos restduos em residues de hidroxiprolina (indicado aqui coma 
grupos hidroxila). Essas hidroxiprolinas permitem a ligagao de HIF-la a 
pVHL, que, juntamente com duas outras proteinas (purpura, verde), 
marcam HIF-la por ubiquitinagao para degradagao. Contudo, sob 
condigoes de hipoxia (abaixo), a prolina hidroxilase falha na oxidagao 
das duas prolinas de HIF-la, pVHL falha na ligagao a HIF-la, HIF-la 


escapa da ubiquitinagao e seu nivel aumenta rapidamente. Ela pode 
agora formar heterodimeros com HIF-1 p (marram), e o fator de 
transcrigao heterodimerico resultante pode proceder com a ativagao da 
expressao de genes fisiologicamente importantes, como o gene que 
especifica o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). (Como 
descrito no Capitulo 13, VEGF e urn importante indutor de 
angiogenese.) (B) Uma das manisfestagoes da sindrome de von 
Hippel-Lindau e a presenga de areas de vascularizagao incontrolada na 
retina, vistas aqui como grandes pontos brancos; estas sao ostensivas 
devido a produgao excessiva de VEGF em celulas que perderam 
fungao de pVHL. (C) Uma consequencia mais extrema da perda de 
fungao de pVHL e urn hemangioblastoma, o qual surge de precursores 
de celulas endoteliais estimuladas por VEGF. (B e C, cortesia de W.G. 
Kaelin Jr.) 
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genio), condifao sob a qual a degrada^ao de HIF-la falha e m'veis de HIF-la aumentam em 
minutos. (Sua meia-vida, e, portanto, sua concentra^ao, aumenta mais de dez vezes.) A resul- 
tante forma^ao de complexes do fator de transcri^ao HIF-1 funcional causa expressao de um 
grupo de genes-alvo cujos produtos estao envolvidos em angiogenese (gera^ao de novos va¬ 
ses sangiimeos), eritropoiese (forma^ao de celulas sangiimeas vermelhas), metabolismo de 
energia (glicolise, especificamente) e transporte de glicose para dentro das celulas. A razao e 
induzir sintese de protelnas que capacitam uma celula a sobreviver sob condi^oes de hipoxia 
a curto prazo e, a longo prazo, adquirir acesso a um suprimento adequado de oxigenio. 
Notaveis entre estas ultimas estao protei'nas que colaboram para atrair o crescimento de no¬ 
vos vasos na area de hipoxia de um tecido. Como descreveremos mais tarde (Se^ao 13.6), essa 
forma^ao de novos vasos e tambem importante para o crescimento de tumores, capacitando-os a 
adquirir acesso a oxigenio e nutrientes e a evacuar dioxido de carbono e restos metabolicos. 

A importancia de HIF-1 na regula^ao da resposta angiogenica e ressaltada pelo exercito de 
genes cuja expressao ela induz, entre eles os genes que codificam fator de crescimento endo- 
telial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e fator-a de cres¬ 
cimento transformante (TGF-a), e ainda outros que tambem promovem angiogenese. VEGF 
atrai e estimula o crescimento de celulas endoteliais que constroem novos vasos sangilfneos; 
PDGF estimula estas celulas, bem como celulas mesenquimais associadas, como pen'eitos e 
fibroblastos; e TGF-a estimula uma larga variedade de tipos celulares, incluindo celulas epi- 
teliais. No rim em hipoxia, HIF-1 medeia a indu 9 ao do gene que codifica eritropoietina 
(EPO). Isso leva a rapido aumento de eritropoietina na circula^ao e a uma indu^ao da produ- 
9 ao de celulas vermelhas na medula ossea (veja tambem a Barra lateral 6.2 e a Se^ao 6.8). 

No que diz respeito aos detalhes de fun^ao de VHL, seu produto, pVHL, existe em celulas em 
um complexo com muitas outras protei'nas. Juntas, elas funcionam para adquirir uma mole- 
cula de ubiquitina e para ligar esta molecula covalentemente a protei'nas substrate espedficas 
(Barra lateral 7.8). Como discutido anteriormente neste capi'tulo, uma vez que uma protei'na 
e marcada por poliubiquitina^ao, ela e geralmente destinada para transporte para complexes 
de proteossomas, nos quais sera degradada. Dentro do complexo multiproteico, pVHL e 
responsavel pelo reconhecimento e liga^ao de HIF-la, portanto trazendo as outras protei'nas 
no complexo (Figura 7.29) para muito perto de HIF-la, a qual elas ubiquitinam. 

pVHL liga-se a HIF-la somente quando uma das duas prolinas cn'ticas de HIF-la tiver side 
oxidada a hidroxiprolina; na ausencia de uma hidroxiprolina, essa liga^ao falha, e HIF-la 
escapa da degrada^ao. A conversao dos residues de prolina de HIF-la em hidroxiprolina e 
desempenhada por uma enzima que depende de oxigenio para sua atividade. Uma vez forma- 
da, a hidroxiprolina de HIF-la pode ser inserida em uma espa^o do centre hidrofobico de 
pVHL. Isso capacita pVHL a ligar HIF-la e disparar sua degrada^ao e, como uma conse- 


Figura 7.29 Detalhes moleoulares da 
interagao de FIIF-la-pVFIL (A) Na presenga 
de altos niveis de oxigenio, uma enzima 
prolina hidroxilase oxidara um dos dois 
residuos de prolina no fator de transcrigao 
FIIF-la, convertendo-a em uma 
hidroxiprolina (Hyp). (B) Uma vez formada 
no HIF-la (p. ex., Hyp no residuo 564, 
do/as verde Claras), hidroxiprolina capacita 
um dominio de HIF-la (azul-claro) a 
associar-se a um complexo tripartido de 
pVHL {vermelho) e a duas outras protelnas, 
elonguina B {purpura) e elonguina C 
{verde). Essa ligagao, por sua vez, capacita 
0 complexo tripartido a ubiquitinar HIF-la, 

0 que leva rapidamente a sua destruigao 
nos proteossomas. (De J.-H. Min et al., 
Science 296:1889, 2002.) 
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Figura 7.30 Expressao do alvo VEGF de 
FIIF-1 Notavel entre os genes ativados por 
FIIF-1, esta o gene codificando VEGF (fator 
de crescimento endotelial vascular; veja a 
Figura 7.28A). Visto aqui (esquerda), esta 
urn cancer de mama humano in situ que 
permanece localizado e, assim, ainda nao 
invadiu o estroma ao redor. Uma grande 
area de celulas necroticas formou-se no 
centro do tumor {setas, linha tracejada). 0 
uso de urn protocolo de hibridizagao in situ 
(direita) revela que o RNA VEGF (areas 
brancas) e expresso em urn gradiente 
crescents, de baixos niveis na porgao 
externa do tumor (onde oxigenio e 
disponivel) para a expressao intensa na 
diregao do centro de hipoxia do tumor. 
Areas de maior hipoxia sao incompativeis 
com sobrevivencia de celulas, explicando o 
grande centro necrotico do tumor, em que 
mRNA VEGF nao e mais detectavel. 
(Cortesia de A.L. Flarris.) 




Barra lateral 7.9 Policitemia familial 
tambem pode resultar de defeitos em 
VHL Curiosamente, uma mutagao pon- 
tual especifica na linhagem germinativa 
no gene VHL, enquanto reduz a habili- 
dade da proteina VHL de associar-se a 
HlF-la, nao cria smdrome de Von 
Hippel-Lindau. Ela resulta, em vez dis- 
so, em policitemia familial, na qual indi- 
viduos afetados produzem celulas verme- 
Ihas demais por causa de excessivos ni¬ 
veis de produgao de eritropoietina 
(EPO), que sao dirigidos, por sua vez, 
por niveis alem do normal de HIE-la. 
Assim, essa mutagao particular de VHL 
parece afetar preferencialmente apenas 
um dos muitos alvos conhecidos de agao 
de HIF-1, indicando que VHL deve in- 
fluenciar, de modos ainda desconheci- 
dos, a agao de HIF-1 em promotores 
genicos especificos. 


qiiencia, a indugao de transcrigao genica pelo fator de transcrigao HIF-1 e prevenida (veja a 
Figura 7.28A). 

Esses fatos permitem-nos racionalizar como pVHL funciona em celulas normals e falha em 
certas celulas: sob condigoes normals de tensao de oxigenio (normoxla), HIF-1 a apresenta 
uma ou duas hidroxlprollnas, e reconheclda por pVHL e rapldamente destruida. Sob condi¬ 
goes de hipoxia, pVHL nao tern essas hidroxlprollnas, nao pode ser ligado por pVHL e 
acumula-se em altos m'veis que permitem o funcionamento do fator de transcrigao HIF-1. 
Por sua vez, isso possibilita a ativagao da expressao de VEGF em tecidos com hipoxia, tanto 
normals como neoplasicos (Figura 7.30). 

Em muitos dos tumores associados a alelos mutantes de VHL, a proteina pVHL e indetecta- 
vel nas celulas cancerosas individuals. Ainda em outros tumores, mudangas mais siibitas 
podem causar inatividade de pVHL sem afetar seus niveis. Por exemplo, mutagoes pontuais 
podem alterar os reslduos de aminoacidos no bolso hidrofobico de pVHL que reconhece e 
liga-se aos reslduos de hidroxiprolina de HIF-1 a. Por qualquer mecanismo, a atividade consti- 
tutiva resultante do fator de transcrigao HIF-1 dirige a expressao de varies poderosos genes pro¬ 
motores de crescimento, incluindo VEGF, PDGF e TGF-a. Estes procedem a estimulagao de 
proliferagao de uma variedade de tipos celulares carregando os receptores correspondentes. O 
resultado, mais cedo ou mais tarde, e um ou outro tipo de tumor. Alem disso, as celulas tumorais 
resultantes podem causar o aciimulo de VEGF na circulagao; VEGF pode entao ajudar a 
estimular eritropoiese na medula ossea, explicando a anormalmente alta contagem de celulas 
sanglilneas vistas em alguns pacientes com von Hippel-Lindau. 

Ainda assim, essas descrigoes da agao de pVHL nao explicam todos os fenotipos que resultam 
do seu mal funcionamento (Barra lateral 7.9). Assim, esta claro que pVHL tern efeitos desco- 
nectados com HIF-1 a e sua degradagao. Por exemplo, celulas sem pVHL funcional sao inca- 
pazes de montar fibronectina apropriadamente em sua matriz extracelular, e foi reportado 
que pVHL liga fibronectina dentro das celulas. Alem disso, uma substancial quantidade de 
pVHL esta associado a microtubulos citoplasmaticos cuja estabilidade ele pode afetar. Essas 
observagoes enigmaticas fornecem pistas de que pVHL opera para controlar respostas celula¬ 
res que nada tern a ver com as tensoes de oxigenio experimentadas pelas celulas. 
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7.13 Sinopse e perspectivas 

Os genes supressores de tumor constituem um grande grupo de genes que especificam pro- 
dutos proteicos mediando diversas fun^oes fisiologicas celulares. Como e obvio na Tabela 
7.1, essas protei'nas operam em todas as partes da celula, e ha apenas um atributo comparti- 
Ihado que permite sua inclusao neste grupo genico: de um jeito ou de outro, cada um desses 
genes normalmente funciona para reduzir a probabilidade de que um tumor clinicamente 
detectavel apare^a em um dos tecidos do corpo. 

Na grande maioria dos casos, ambas as copias de um gene supressor de tumor devem ser 
desativadas antes que uma celula cancerosa incipiente aproveite qualquer vantagem prolife- 
rativa ou de sobrevivencia. Mas essa regra nao e tao direta. Em alguns exemplos, como o caso 
do gene Nfl, parece que a perda de uma copia de um gene supressor de tumor ja proporciona 
a vantagem de crescimento para uma celula — um exemplo do fenomeno de haploinsuficien- 
cia. E, como veremos no Capftulo 9, alelos mutantes de outro gene supressor de tumor - p53 
— pode criar um fenotipo celular parcialmente mutante pela interferencia ativa nas atuais 
fun 96 es de um alelo tipo selvagem coexistente na mesma celula. 

A descoberta de genes supressores de tumor ajudou a explicar um dos grandes misterios da 
biologia de canceres humanos - as smdromes de cancer familial. Como vimos neste capi'tulo, 
a heran^a de um alelo defectivo de um desses genes e freqiientemente compativel com desen- 
volvimento embrionario normal. Os efeitos fenoti'picos desse defeito genetico podem so- 
mente tornar-se aparentes com grande atraso, as vezes na meia idade, quando sua presen^a e 
revelada pela perda do alelo tipo selvagem restante e o crescimento de um tipo particular de 
tumor. A elimina 9 ao dos alelos tipo selvagem freqiientemente envolve eventos de perda de 
heterozigosidade (LOH); e a repetidamente observada LOH em certas regioes cromossomi- 
cas em um grupo de tumores pode servir como uma indica^ao da presen^a de um ainda nao 
identificado gene supressor de tumor atuando nessa regiao. De fato, um grande numero de 
regioes cromossomicas de LOH recorrentes tern sido identificado em genomas de celulas 
tumorais, mas apenas relativamente poucas destas tern gerado genes supressores de tumor 
clonados ate agora. Isso significa que o numero destes genes deve ser bem maior do que e 
indicado pelos dados na Tabela 7.1. 

Os diversos comportamentos desses genes destacam uma continua dificuldade nessa area 
da pesquisa do cancer: que criterios podem ser usados para defmir um gene supressor de 
tumor? Para come^ar, neste livro, incluimos na familia de genes supressores de tumor 
somente aqueles genes cujos produtos operam de alguma maneira dinamica para restrin- 
gir prolifera^ao ou sobrevivencia celular. Outros genes que funcionam indiretamente 
para prevenir cancer por suas habilidades de manter o genoma e suprimir muta^oes sao 
descritos no Capi'tulo 12. Da perspectiva dos geneticistas, essa divisao — a dicotomia 
entre os gatekeepers e os caretakers — e arbitraria, uma vez que a versao tipo selvagem de 
ambos os tipos de genes e freqiientemente eliminada ou desativada nos genomas de celu¬ 
las cancerosas. Alem disso, os padroes de heran^a das smdromes de cancer associadas a 
genes caretakers defectives sao formalmente identicos aos mecanismos descritos aqui. 
Ainda, para aqueles que gostariam de entender os mecanismos biologicos da forma^ao 
de cancer, a distin^ao entre genes supressores de tumor (gatekeepers) e de manuten 9 ao de 
genoma (caretakers) e muito litil e, portanto, largamente adotada por pesquisadores inte- 
ressados na patogenese do cancer. 

Desde a epoca em que os primeiros genes supressores de tumor (p53 e Rb) foram clonados, 
inumeros outros genes tern sido colocados como “candidatos” a genes supressores de tumor 
porque sua expressao esta diminuida ou ausente em celulas cancerosas enquanto era facil- 
mente detectavel nas celulas normals correspondentes. Esse criterio para participa^ao na fa¬ 
milia de genes supressores de tumor foi logo considerado falho, em grande parte porque e 
freqiientemente impossi'vel identificar o precursor normal de uma celula cancerigena sob 
estudo. Certos tipos de celulas tumorais podem nao expressar um gene particular por causa 
de um programa de expressao genica que e usado durante diferencia^ao normal do tecido no 
qual essas celulas tumorais surgiram. Assim, a ausencia de expressao de tal gene em uma 
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celula tumoral pode refletir apenas as a^oes de um programa de diferencia^ao normal em vez 
de uma perda patologica de expressao genica. Logo, esse criterio - ausencia de expressao 
genica - e dificilmente elucidativo. 

Em certos exemplos, a expressao de um candidato a gene supressor de tumor pode estar 
presente nos precursores normals claramente identicos de um grupo de celulas tumorais e 
ausentes nas celulas tumorais. Isso pareceria fornecer um pouco mais de apoio para a candi- 
datura de tal gene. Mas mesmo esse tipo de evidencia nao e conclusivo, uma vez que a 
ausencia de expressao genica em uma celula cancerosa pode freqiientemente ser uma das 
muitas conseqiiencias do processo de transforma 9 ao, e nao uma de suas causas. Assim, a inati- 
va 9 ao de tal gene pode nao ter tido papel algum na forma^ao da celula tumorogenica. 

Respondendo a essas cn'ticas, pesquisadores tern desenvolvido testes funcionais de seus can- 
didatos favoritos a genes supressores de tumor. Em particular, eles introduziram versoes tipo 
selvagem clonadas de tais genes em celulas cancerosas que nao apresentavam qualquer ex¬ 
pressao deles. O objetivo era mostrar que, uma vez que a funq;ao do gene supressor de tumor 
tipo selvagem e restaurada em tais celulas cancerosas, elas se revertem parcial ou completa- 
mente para um fenotipo de crescimento normal ou podem mesmo entrar em apoptose. En- 
tretanto, a interpreta^ao desses experimentos foi complicada pelo fato de que a expressao 
ectopica de muitos genes - sua expressao em uma celula hospedeira na qual eles normalmen- 
te nao sao expressos — e sua expressao em mVeis nao-naturalmente altos freqiientemente 
tornam as celulas bastante desconfortaveis e causam interrup^ao do crescimento e ate mesmo 
morte. Tais respostas sao geralmente observadas seguindo a introdu^ao de uma variedade de 
genes que jamais seriam considerados genes supressores de tumor. 

Assim, esse teste funcional foi tornado mais rigoroso pela determina^ao de se um candidato 
a gene supressor de tumor, quando expresso em m'veis fisiologicos normals, para o crescimen¬ 
to de uma celula sem expressao desse gene enquanto celulas normals tipo selvagem do mes¬ 
mo tecido nao sao afetadas. Isso parece prover forte evidencia em favor da candidatura de um 
provavel gene supressor de tumor. Mas mesmo esses experimentos produzem conseqiiencias 
que nao sao sempre interpretaveis, devido as dificuldades, citadas anteriormente, na identifi- 
ca^ao de tipos celulares normals que sao controles apropriados das celulas cancerosas sendo 
estudadas. 

As ambigiiidades desses testes funcionais precisaram do uso de criterios geneticos para validar 
a candidatura de muitos provaveis genes supressores de tumor. Se um gene repetidamente 
sofre LOH em genomas de celulas tumorais, entao certamente sua candidatura ganha mais 
credito. Mas aqui ha muita ambigiiidade. Afinal, genes que repetidamente sofrem LOH 
podem estar intimamente ligados em um cromossomo a um autentico gene supressor de 
tumor que e um verdadeiro alvo para elimina^ao durante desenvolvimento de tumor. 

Tais consideraq;6es levaram a uma defmi 9 ao genetica mais estrita de um gene supressor de 
tumor: um gene pode ser chamado supressor de tumor somente se ele sofre LOH em muitos 
genomas de celulas tumorais e se os alelos homozigoticos resultantes carregam claras e obvias 
muta^oes desativadoras. (Este ultimo criterio deveria permitir a um investigador descontar 
quaisquer genes proximos que estejam proximamente ligados a um gene supressor de tumor 
em cromossomos humanos.) 

Nao surpreendentemente, mesmo esses rfgidos criterios geneticos provaram ser falhos, 
uma vez que eles excluem certos genes que sao provavelmente genuinos genes supresso¬ 
res de tumor. Considere o fato de que a atividade de muitos genes supressores de tumor 
possa ser eliminada por metila 9 ao de promotor (Se^ao 7.8). Nesse evento, alelos mutan- 
tes podem raramente ser encontrados em genomas de celulas tumorais, embora o gene 
tenha sido efetivamente silenciado. Lembre, por exemplo, do comportamento do gene 
Runx3, o qual pode ser um gene supressor de tumor. Ate agora, seu silenciamento fun¬ 
cional tern sido associado inteiramente a metila^ao em varios genomas de tumor. (O fato 
de que muta^oes desativadoras nao foram reportadas nas copias do gene Runx3 associa- 
das a tumor deixa seu status ambi'guo.) 
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A habilidade de desadvar (“nocautear”) candidates a genes supressores de tumor na li- 
nhagem germinativa de camundongo (Barra lateral 7.10) prove ainda uma outra pode- 
rosa ferramenta para validar esses candidates. A biologia de roedores e humanos difere 
em muitos aspectos. Entretanto, as caracten'sticas fundamentais compartilhadas da bio¬ 
logia de mami'feros torna posslvel modelar muitos aspectos da biologia tumoral humana 
no camundongo de laboratorio. 

Quase todos os genes que estao listados na Tabela 7.1 foram nocauteados na linhagem germi¬ 
nativa de uma linhagem autofecundada de camundongo. Foi descoberto que, para a maior 
parte, heterozigotos resultantes exibem suscetibilidade aumentada a um ou outro tipo de 
cancer. Em muitos exemplos, o tecido particular que e afetado e bastante diferente daquele 
observado nos humanos. For exemplo, camundongos heterozigotos para Rb (i. e., Rb*^') ten- 
dem a desenvolver tumores pituitarios em vez de retinoblastomas - uma conseqiiencia nada 
surpreendente, dados os diferentes tamanhos e dinamicas de crescimento de populafoes de 
celulas-alvo em tecidos de camundongo comparadas com sens respectivos em humanos. Alem 
disso, o desenvolvimento de qualquer tipo de tumor a uma freqiiencia elevada em tais ca¬ 
mundongos geneticamente alterados adiciona evidencia persuasiva para apoiar a candidatura 
do gene como um gene supressor de tumor. 

Tudo isso explica por que uma constelaq:ao de criterios e agora invocada para apoiar a avalia- 
9 ao de pretendentes a participa^ao nesse exclusive “clube” genico. Talvez o mais contundente 
criterio seja funcional: pode a habilidade supressora de tumor de um candidate a gene su¬ 
pressor de tumor ser racionalizada em termos das atividades bioqui'micas de sua protema 
codificada e da conhecida posi^ao dessa protema no circuito regulador dessa celula? 

No final, essas muitas complica^oes na valida^ao de candidates a genes supressores de tumor 
derivam de um fato central: a propria existencia de um gene supressor de tumor torna-se 
aparente somente quando ele esta ausente. Isso estabelece a base de todas as dificuldades que 
tern atrasado a pesquisa com genes supressores de tumor e salienta as dificuldades que conti- 
nuarao a impedir a valida 9 ao de novos TSGs no future. 

Com todas essas reservas em mente, podemos, contudo, afirmar algumas generaliza^oes sobre 
genes supressores de tumor que provavelmente resistirao ao teste do tempo. Para come^ar, o 
nome que aplicamos a tais genes e, em certo sentido, errado. Seu papel normal e suprimir o 
aumento no numero de cdulas, ou por suprimir prolifera^ao ou por disparar apoptose. Na 
sua ausencia, cdulas sobrevivem e proliferam em hora e lugar em que sua sobrevivencia e 
prolifera^ao sao inapropriadas (veja, por exemplo, a Figura 7.32). 

Outra generaliza^ao e tambem obvia, mesmo sem se conhecer as identidades de todos os 
TSGs; os produtos proteicos de genes supressores de tumor nao formam qualquer rede de 
sinaliza^ao integrada. Em vez disso, essas protei'nas aparecem aqui e ali nos diagramas de 
regula^ao operando em diferentes partes da celula. Isso e explicado pelo simples e obvio 
radoci'nio com o qual come 9 amos este capi'tulo: todos os sistemas de controle bem-desenha- 
dos possuem tanto positivos quanto negativos componentes reguladores que contrabalan- 
9 am um ao outro. Assim, para todo tipo de sinal positivo, como aqueles sinais que passam 
por rotas de sinaliza 9 ao mitogenicas, deve haver controladores negativos assegurando que 
esses fluxos de sinaliza 9 ao sejam mantidos dentro de limites apropriados. Talvez biologistas 
do cancer devessem ter deduzido isso de conceitos primarios, muito antes da pesquisa com 
genes supressores de tumor come 9 ar na bancada do laboratorio. Nesse sentido, e lamentavel 
que eles nao tenham consultado engenheiros eletricos e aqueles que dominam as complexi- 
dades de circuitos de controle eletronico e de cibernetica. Tais pessoas poderiam ter predito a 
existencia de genes supressores de tumor ha muito tempo. 

Mesmo depois que 50 genes supressores de tumor sejam catalogados, as protelnas pRb e 
p53 continuarao a ser reconhecidas como os produtos de genes supressores de tumor de 
proeminente importancia na patogenese de tumores humanos. As razoes para isso apare- 
cerao nos proximos dois capi'tulos. Ainda sem ter todas as evidencias em maos, parece 
muito provavel que as duas rotas de sinaliza 9 ao controladas por pRb e p53 estejam des- 
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reguladas na grande maioria dos canceres humanos. Quase todos os genes supressores de 
tumor restantes (veja a Tabela 7.1) estao envolvidos no desenvolvimento de subconjun- 
tos circunscritos de tumores humanos. 

O fato de que certos genes supressores de tumor estao ausentes entre os genes expressos em 
celulas de cancer incentivou muitos a propor o obvio; se pudessemos substituir os genes 


Barra lateral 7.10 Recombina 9 ao homologa 
permite reestruturar linhagem germinativa de 
camundongo O processo natural de recombi- 
na^ao homologa pode ser explorado para in- 
troduzir mudan^as geneticas bem-defmidas na 
linhagem germinativa de camundongo. Um 
fragmento de gene clonado introduzido por 
eletropora^ao ou microinje^ao em uma cdula 
somatica ou celula-tronco embrionaria (ES) e 
capaz - com baixa, mas significativa freqiien- 
cia - de recombinar-se com seqiiencias de DNA 
homologas residindo no DNA cromossomico 
dessa celula. O uso de marcadores de sele^ao 
apropriados, nesse caso neo’' (para gene de re- 
sistencia a neomicina) e (gene da timidi- 
na cinase de herpesvirus, o qual torna as celu¬ 
las sensitivas a morte pela droga ganciclovir), 
pode ser explorado para selecionar as celulas 
raras nas quais recombina^ao homologa ocor- 
reu (Figura 7.31 A). Assim, aplica^ao de neo¬ 
micina seleciona celulas que integraram esta- 
velmente o DNA doado em seus cromossomos, 
enquanto ganciclovir causa morte de celulas de 
retiveram e., portanto, integraram o DNA 
doado por recombina^ao nao-homologa com 
o DNA cromossomico da celula-tronco em¬ 
brionaria (ES) (Figura 7.3IB). 

Celulas ES que adquiriram o DNA clona¬ 
do via recombina^ao homologa podem entao 
ser introduzidas via microinje^ao na blastoce- 
le de um blastocisto de camundongo (um em- 
briao jovem), e o embriao pode ser entao in¬ 


troduzido em uma femea falsa-gravida (Figu¬ 
ra 7.31C). Como celulas ES sao pluripoten- 
tes (capazes de diferenciar-se em todos os ti- 
pos de celulas no corpo), as celulas injetadas 
podem entao inserir-se (quimerizar) nos te- 
cidos em desenvolvimento do embriao resul- 
tante, criando um mosaico genetico no qual 
algumas das celulas e tecidos sao descenden- 
tes das celulas ES injetadas, enquanto outras 
derivam do blastocisto embrionario hospe- 
deiro. No evento em que essas celulas ES ge- 
neticamente modificadas geram descendentes 
que quimerizaram as gonadas em desenvolvi¬ 
mento, as celulas germinativas nas gonadas de 
adultos resultantes podem transmitir o alelo ex- 
perimentalmente alterado para organismos des¬ 
cendentes. 

O fragmento de DNA doado original- 
mente usado pode conter seqiiencias que, 
apos recombina^ao com o gene cromossomi¬ 
co, destroem a fungao deste, sendo tal pro- 
cedimento chamado “nocaute genico”. Alter- 
nativamente, outros tipos de altera^oes po¬ 
dem ser introduzidos nesse fragmento de 
DNA doado clonado previamente a micro- 
inje^ao. Apos recombina^ao homologa, o 
gene almejado pode reter alguma fun^ao e 
expressar, por exemplo, uma forma mutante da 
proteina que ele normalmente expressa ou 
mesmo uma proteina estranha; a introdu^ao 
de tais seqiiencias novas no gene residente com 
freqiiencia e chamada “knock-in genico”. 


Figura 7.31 Reoombinagao homologa de genes de linhagem germinativa de 
camundongo (A) Um fragmento clonado de um gene de camundongo 
ligado, usando procedimentos de DNA recombinante, com os marcadores 
de selegao de drogas neo' e 0 marcador neo' seleciona celulas que 
adquiriram estavelmente o segmento de DNA clonado, enquanto o 
marcador seleciona negativamente celulas que adquiriram o fragmento 
de DNA clonado por recombinagao nao-homologa. Esse fragmento de DNA 
clonado pode entao ser introduzido via eletroporagao ou transfecgao em 
uma celula-tronco embrionaria (ES) de camundongo. (B) Selegao por 
drogas pode ser realizada para selecionar celulas ES que adquiriram 
estavelmente o fragmento de DNA clonado e o fizeram via recombinagao 
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supressores de tumor ausentes em celulas cancerosas, estas celulas seriam revertidas parcial ou 
totalmente para um fenotipo de celula normal, e o problema do cancer seria amplamente 
resolvido. Tais estrategias de “terapia genica” tern o atrativo adicional de que a ocasional e 
inadvertida introdu^ao de um gene supressor de tumor em uma celula normal deveria ter 
pouco efeito, se tivesse algum, caso esse gene fosse expresso em m'veis fisiologicos; isso reduz 
o risco de indesejada toxicidade colateral em tecidos normals. 
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homologa. A configuragao do DNA introduzido no genoma do camundongo 
pode ser verificada por analise de Southern blotting (nao-mostrada). (C) 
Celulas ES carregando apropriadamente segmentos de DNA integrados sao 
entao injetadas em blastocistos de camundongo, apos o que sua progenie 
pode tornar-se incorporada aos tecidos do embriao resultante. 
Camundongos recem-nascidos podem carregar o fragmento de DNA 
introduzido em suas celulas germinativas, assim capacitando a transmissao 
por linhagem germinativa desse fragmento de DNA para seus 
descendentes. (A e B, adaptadas de H. Lodish et al., Molecular Cell Biology, 
5th ed. New York: Freeman, 2004; C, adaptada de B. Alberts et al.. 

Molecular Biology of fhe Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002.) 
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Figura 7.32 pRb e o encerramento de 
proliferagao durante diferenoiagao A 
presenga ou ausencia de urn gene 
supressor de tumor pode ter efeitos 
profundos no controle de proliferagao 
celular e, assim, em desenvolvimento de 
tecido. (A) Durante desenvolvimento retinal 
normal no camundongo, a proliferagao de 
celulas precursoras retinais e limitada as 
camadas superiores da retina em 
desenvolvimento {pantos marron-escuro), 
enquanto as celulas previamente formadas 
nas camadas inferiores entram em estados 
diferenciados p6s-mit6ticos. Neste caso, 
proliferagao e detectada pelo uso de urn 
anticorpo que detecta uma forma de 
histona FI3 que esta presente apenas em 
celulas proliferativas. (B) Em urn 
camundongo geneticamente alterado, 
entretanto, no qual ambas as copias do 
gene Rb foram desativadas seletivamente 
na retina, celulas no nivel mais baixo da 
retina em desenvolvimento, que deveriam 
tornar-se p6s-mit6ticas, continuam a 
proliferar e falham na diferenciagao 
apropriada (setas). Celulas similares na 
retina humana sao presumivelmente as 
precursoras de retinoblastomas. (C) As 
celulas granulares (purpura-escuro) do 
cerebelo em desenvolvimento migram das 
camadas mais externas (direita) para 
camadas internas do cerebelo (esquerda) 
durante desenvolvimento normal de urn 
camundongo tipo selvagem, neste caso urn 
que tern duas copias tipo selvagem do 
gene supressor de tumor Patched (Pfc); 
estas celulas entao entram em urn estado 
p6s-mit6tico. (D) No entanto, em urn 
heterozigoto Pfc+F, muitas das celulas 
granulares persistem na camada externa do 
tecido em desenvolvimento (seta, asterisco 
vermelho) e continuam a proliferar; tais 
celulas podem tornar-se precursores de 
meduloblastomas, o mais comum tumor 
cerebral pediatrico em humanos. (A e B, de 
D. MacPherson et al., Genes Dev. 18:1681- 
1694, 2004; C e D, de TG. Oliver et al., 
Development 132:2425-2439, 2005.) 



Essas estrategias de terapias genicas sao tao diflceis de implantar quanto atrativas em concei- 
to. Os vetores virais que formam o centro da maioria de tais procedimentos sao ineficientes 
na entrega de copias tipo selvagem intactas de genes supressores de tumor a celulas neoplasi- 
cas em massas de tumor. Entretanto, a transferencia eficiente dessas copias tipo selvagem de 
genes supressores de tumor em todas as celulas em uma populagao de celulas tumorais e essencial 
para terapias antitumorais curativas: se niimeros significativos de celulas falham em adquirir um 
gene supressor de tumor trazido por vetor, essas celulas servirao como progenitoras de uma nova 
massa tumoral. Por essa razao, enquanto genes supressores de tumor sao proflindamente impor- 
tantes para nosso entendimento de formagao de cancer, na maioria dos casos uma redugao desse 
conhecimento em pratica terapeutica esta ainda muito alem do nosso alcance. 

As excegoes a esse geralmente desanimador cenario vem dos exemplos em que a ausencia de 
fungao supressora de tumor torna celulas vulneraveis a tipos particulares de drogas de baixo 
peso molecular (que sao mais efetivas em alcangar celulas ao longo do tumor). Por exemplo, 
durante o curso da progressao de tumor, certas classes de celulas tumorais tornam-se especial- 
mente dependentes de sinais que sao criados pela perda de fungao de genes supressores de 
tumor. Assim, a perda do gene supressor de tumor PTEN leva a hiperatividade de Akt/PKB, 
da qual alguns tipos de tumor dependem para sua viabilidade continuada. Isso explica por- 
que drogas que desligam um co-ativador a montante de Akt/PKB, chamado mTOR, sao 
promissoras como agentes terapeuticos contra tumores, como glioblastomas e carcinomas de 
prostata, nos quais atividade de PTEN e geralmente perdida. Mas em geral, como veremos 
no Capftulo 16, os maiores avangos na descoberta de drogas e terapia anticancer estao no 
desligamento de oncoproteinas hiperativas. E possfvel apenas esperar que nosso extensivo 
conhecimento de fungao supressora de tumor sirva como a base para tratamentos anticancer 
desenvolvidos no future mais distante - um tempo em que nossas habilidades em langar 
novas terapias serao muito mais sofisticadas do que agora. 


Conceitos-chave 

• Em m'vel celular, o fenotipo de cancer e geralmente recessive (com a excegao de oncoge¬ 
nes virais, os quais agem de uma maneira dominante). Isso indica que a perda de infor- 
magao genetica e responsavel por pelo menos parte do fenotipo celular cancen'geno. 
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• Muito da perda de informa^ao genetica funcionalmente importante e atribui'da a perda 
de genes supressores de tumor (TSGs), que sao freqtientemente presentes nos genomas 
de celulas de cancer como alelos inativos inuteis. 

• Como conseqiiencia, a perda de genes supressores de tumor em geral afeta o fenotipo de 
celulas apenas quando ambas as copias de tais genes sao perdidas na celula. 

• A perda de fun^ao de TSG pode ocorrer ou por muta^ao genetica ou pelo silenciamento 
epigenetico de genes via metila^ao de promotor. 

• Inativa^ao, (por muta^ao ou metila^ao) de uma copia de um TSG pode ser seguida por 
outros mecanismos que facilitam perda da outra copia genica; esses mecanismos depen- 
dem da perda de heterozigosidade (LOH) no loco TSG e podem envolver recombina^ao 
mitotica, perda de uma regiao cromossomica que porta o gene, segrega^ao cromossomica 
inapropriada (nao-disjun^ao) ou conversao genica oriunda de uma troca na fita molde 
durante replica^ao de DNA. 

• Eventos de LOH em geral ocorrem com mais freqiiencia do que muta 96 es ou metila^ao 
de promotor, e ocorrem em diferentes freqiiencias em genes diferentes. 

• LOH repetida ocorrendo em uma dada regiao cromossomica em varios tumores surgidos 
independentemente em geral indica a presen 9 a de um TSG nessa regiao. 

• TSGs regulam prolifera^ao celular por muitos mecanismos bioqui'micos. O linico tema 
que os une e o fato de que a perda de cada um deles aumenta a probabilidade de uma 
celula softer transforma^ao neoplasica. 

• Quando copias mutantes defectivas de um TSG sao herdadas na linhagem germinativa, o 
resultado e freqiientemente suscetibilidade muito aumentada a um ou outro tipo especi- 
fico de cancer. 

• TSGs sao geralmente chamados gatekeepers para mostrar seu envolvimento em governar a 
dinamica de prolifera^ao celular e distingui-los de uma segunda classe de genes, os 
caretakers, que tambem aumentam risco de cancer quando herdados na forma defectiva, 
mas funcionam de maneira totalmente diferentemente, uma vez que trabalham para manter 
a integridade do genoma da celula. 

• A perda de TSGs pode ocorrer muito mais freqiientemente durante o desenvolvimento 
de um tumor do que a ativa^ao de proto-oncogenes em oncogenes. 


Questoes elaboradas 


1. Por que a heran^a de oncogenes mutantes ativados e responsavel 
por apenas uma pequena proporQo de smdromes de canceres fa- 
miliais, enquanto a heran^a de genes supressores de tumor (TSGs) 
defectives e responsavel pela maior parte dessas doen 9 as? 

2. Que fatores podem determinar se uma inativa^ao de um TSG 
ocorre a uma freqiiencia por gera^ao celular maior do que a 
ativa^ao de um oncogene? 

3. Como pode a perda de fun 9 ao de TSG produzir uma conse¬ 
qiiencia que e, ao m'vel biologico, indistinguivel da aquisi^ao 
de um oncogene ativo? 


4. Alguns TSGs sofrem LOH em menos de 20% dos tumores de 
um certo tipo. Por que e como tais baixas taxas de LOH com- 
plicam a identificaQo e o isolamento molecular de tais genes? 

5. Que criterios precisam ser satisfeitos antes de voce sentir-se se- 
guro para categorizar um gene como um TSG? 

6 . Que fatores podem influenciar as identidades dos tecidos afeta- 
dos por alelo defective herdado de um TSG? 
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Capitulo 8 


pRb e o Controle do Relogio 
do Ciclo Celular 


“Isso imediatamente leva a perguntar: se os loci (de transforma 9 ao celular hi- 
potetica) podem envolver-se em tamanho prejulzo, por que mante-los? A res- 
posta logica e que eles tern algumas fun^oes necessarias durante algum estagio 
do ciclo celular ou algum estagio da embriogenese.” 

David E. Comings, geneticista, 1973. 


O destino das unidades celulares e ditado pelos sinais que cada uma delas recebe de seus 
arredores — um aspecto repetidamente enfatizado em capftulos anteriores neste livro. 
Assim, quase todos os tipos de cdulas normais nao proliferarao a menos que sejam induzidas 
a faze-lo por fatores de crescimento mitogenicos. Outras protei'nas sinalizadoras, como o 
fator de crescimento transformante (3 (TGF-P), podem rejeitar as mensagens carregadas por 
fatores mitogenicos e format a interrup^ao da proliferarao. Alem disso, sinais extracelulares 
podem persuadir a celula a adentrar um estado diferenciado, pos-mitotico, do qual ela nunca 
retornara para continuar proliferando. 

Esses sinais desiguais sao coletados por diizias de diferentes receptores de superflcie e depois 
convertidos em complexes circuitos de processamento de sinais que operam predominante- 
mente no citoplasma celular. De alguma forma, essa mistura de sinais deve ser processada, 
integrada e fmalmente desdobrada em decisoes simples, de ordem binaria, a serem tomadas 
pelas celulas e que estabelecem se elas devem proliferar ou tornar-se quiescentes e, enquanto 
quiescentes, se deverao diferenciar-se ou nao. Esse tipo de comportamento sugere a exis- 
tencia de um governador centralizado que opera dentro da celula - uma central de con¬ 
trole que recebe uma grande variedade de sinais e toma as decisoes concernentes ao 
destine da cdula. 

Esse governador e conhecido: trata-se do relogio do ciclo celular, que opera no nucleo. 
O termo e equivocado, pois o sistema nao age contando o tempo. A despeito disso, o 
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Figura 8.1 O governador central do 
crescimento e proliferagao. 0 termo 
“relogio do ciclo celular" denota urn circuito 
molecular operando no nucleo da celula 
que processa e Integra uma variedade de 
sinais aferentes (sinais que chegam) que se 
originam fora e dentro da celula e que 
decidem se a celula deve entrar no ciclo 
celular ativo ou recuar, assumindo urn 
estado nao-proliferativo. Caso decida-se 
pela proliferagao ativa, esfe circuito precede 
com 0 objetivo de programar a complexa 
sequencia de alteragoes bioquimicas da 
celula a fim de permitir a ela duplicar seu 
conteudo e dividir-se em duas celulas-filhas. 
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utilizaremos aqui por falta de uma melhor designagao. Mais do que apenas contar o tempo, 
o relogio do ciclo celular e uma rede de protemas em constante interagao - um circuito de 
processamento de sinais — que recede sinais de varias fontes originarias dos ambientes intra e 
extracelulares, integra-os e, a partir disso, decide o destino da celula. Se o relogio do ciclo 
celular decide em favor da proliferagao, ele orquestra complexas transigoes que, em conjunto, 
constituem o ciclo celular de crescimento e divisao. Se, por outro lado, a decisao favorecer a 
condigao de quiescencia, o relogio do ciclo celular usa seus agentes para impor um estado 
nao-proliferativo sobre a celula (Figura 8.1). 

O comportamento proliferativo das celulas cancerosas indica que o “governador” do destino da 
cdula e influenciado nao apenas por protemas normais, mas tambem por protemas codificadas 
por oncogenes que se inserem em varias rotas de sinalizagao e rompem os mecanismos normais de 
controle celular. Da mesma forma, a delegao de protemas supressoras do desenvolvimento de 
tumores promove alteragoes profimdas no comportamento da cdula e perturba as decisoes do 
relogio do ciclo celular. Conseqiientemente, mais cedo ou mais tarde, as agoes moleculares da 
maior parte dos oncogenes e genes supressores de tumores devem ser explicadas em termos de seus 
efeitos no relogio do ciclo celular. Com esse objetivo, devotaremos a primeira metade deste capf- 
tulo a uma descrigao de como essa maquina molecular opera em condigoes de normalidade e, 
depois, procederemos ao estudo de como ela e perturbada em celulas humanas cancerosas. 


8.1 Sinais externos influenciam a decisao de uma celula de 
entrar no ciclo celular ativo 

Quando colocadas em cultura sob condigoes que estimulam a multiplicagao segundo um 
padrao exponencial, celulas de mami'feros exibem um complexo ciclo de crescimento e divi¬ 
sao que e geralmente chamado de ciclo celular. Uma celula que foi recentemente gerada 
pelos processes de divisao celular — mitose e citocinese - deve decidir, logo apos, se iniciara 
um novo ciclo de crescimento ativo e divisao ou recuara ao estado de nao-crescimento, cha¬ 
mado Gq. Como descrito anteriormente (Segoes 5.1 e 6.1), tal decisao e muito influenciada 
por fatores de crescimento mitogenicos provenientes dos arredores da celula. Sua presenga 
em condigoes suficientes encorajara a celula recentemente gerada por mitose a permanecer 
no ciclo ativo de crescimento e divisao; em contrapartida, sua ausencia levara a celula a 
proceder da mitose a fase Gq, o estado de quiescencia. 
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A sai'da do ciclo celular pode ser ativamente induzida pela presenga de fatores inibidores do 
crescimento no meio de cultura. Destacando-se dentre esses fatores antimitogenicos, encon- 
tra-se o TGF-P. A safda do ciclo celular e entrada na fase de quiescencia Gq, se decorrente da 
ausencia de fatores de crescimento mitogenicos ou da presen^a de fatores antimitogenicos 
como o TGF'P, e freqiientemente reversi'vel no sentido de que o encontro de uma celula no 
estado quiescente com um fator de crescimento mitogenico pode induzir essa celula a reen- 
trar na fase de crescimento ativo e divisao. Entretanto, algumas celulas saindo do ciclo celular 
ativo podem faze-lo irreversivelmente, assim desistindo de todas as opgoes de reentrarem na 
fase de crescimento e divisao, sendo designada como celula pos-mitotica. For exemplo, neuro- 
nios no cerebro sao amplamente enquadrados nessa categoria. 


Figura 8.2 Crescimento versus proliferagao 
Alteragoes em certas proteinas 
sinalizadoras, como aquela codificada pelo 
gene supressor de tumor 7SC7, permitem 
aos processes de crescimento celular e 
divisao serem separados um do outro. (A) 
Nesta micrografia de microscopia 
eletronica de varredura do olho de uma 
Drosophila, as celulas da omatidia da 
porgao superior do olho foram desprovidas 
do gene ortologo do TSC1 da mosca; 
essas celulas sao fisicamente maiores que 
as celulas selvagens mostradas (abaixo), 
porque estas cresceram mais durante os 
ciclos celulares que levaram a sua 
formagao. (B) 0 mesmo comportamento 
pode ser visto nos cerebros de pacientes 
sofrendo de esclerose tuberosa, na qual a 
fungao de TSC1 foi perdida por meio de 
uma mutagao da linhagem germinativa e 
subsequente perda somatica de 
heterozigose. Vistas aqui estao as celulas 
gigantes presentes em um crescimento 
benigno (uma “tuberosidade"). As celulas 
gigantes imarrom) estao marcadas com um 
anticorpo contra a S6 fosforilada, uma 
proteina ribossomal importante na 
regulagao da sintese proteica e, por 
conseguinte, no crescimento celular; 
fosforilagao e ativagao funcional de S6 e 
desregulada em celulas privadas da fungao 
de TSC1. (A, de X. Gao e D. Pan, Genes 
Dev. 15:1383-1392, 2001; B, cortesia de 
J.A. Chan e D.J. Kwiatkowski.) 


A decisao de uma celula recentemente gerada por divisao celular de permanecer no estado 
ativo de crescimento e divisao requer que ela comece a preparar-se imediatamente para a 
proxima divisao. Tais preparagoes envolvem, dentre outras coisas, a duplicagao de sens cons- 
tituintes macromoleculares para assegurar que duas celulas-filhas resultantes do proximo ci¬ 
clo de divisao celular receberao uma dotagao adequada. Esse aciimulo de constituintes celu¬ 
lares, que leva a um aumento do tamanho celular, e algumas vezes chamado de processo de 
crescimento celular, para distinguir do processo de divisao celular, que gera, por meio da mito- 
se e da citocinese, duas celulas-filhas a partir de uma celula-mae (veja a Figura 8.2). Entretan¬ 
to, como rotina e no decorrer deste livro, o termo “crescimento celular” implicara ambos, o 
aciimulo de constituintes celulares e a subsequente divisao celular, ou seja, os dois processos 
que juntos levam a proliferagao celular. 


O aciimulo de macromoleculas pela celula envolve, entre muitas outras moleculas, a 
duplicagao do genoma. Em muitas celulas procarioticas, essa duplicagao — o processo de 
replicagao do DNA — comega imediatamente apos a formagao das celulas-filhas pela 
divisao celular. Entretanto, na maioria das celulas de mami'feros, o programa de sintese 
de macromoleculas e organizado de forma muito diferente. Enquanto o aciimulo de 
RNA e proteinas e iniciado imediatamente apos a divisao celular e procede continua- 
mente ate a proxima divisao, a tarefa de duplicagao do DNA e adiada por varias boras 
(freqiientemente 12 a 15) apos a geragao de novas celulas-filhas a partir de mitose e 
citocinese. Durante esse periodo entre o nascimento de uma celula-filha e o subsequente 
inicio da sintese do DNA, chamado fase Gj (fase de intervalo 1) do ciclo celular (Figura 
8.3), as celulas tomam decisoes criticas sobre crescimento versus quiescencia e se, en¬ 
quanto quiescentes, elas vao softer diferenciagao. 









258 / Capi'tulo 8 pRb e o Controle do RelOgio do Ciclo Celular 




Figura 8.3 0 ciclo celular dos mamiferos (A) Imunofluorescencia e usada para ilustrar as quatro 
subfases distintas da mitose (fase M) em celulas do pulmao da salamandra aquatica (de cima para 
bako). Durante a profase da mitose, os cromossomos (azul), que eram microscopicamente invisiveis 
durante a inteifase (o perlodo que abrange G., ate S e Gj), comegam a sofrer condensagao e tornam-se 
visiveis sob o microscopio, enquanto os centrossomos {corpos verdes radiantes) nos polos da celula 
comegam a ser montados (nas duas imagens superiores). Durante a metafase, os cromossomos se 
alinham ao longo de urn piano que divide a celula e se Ilgam as fibras dos microtubulos do fuso mitotico 
(verde-claro, terceira imagem). Ao mesmo tempo, a membrana nuclear desapareceu. Durante aanafase, 
as duas metades de cada cromossomo - as cromatides - sao separadas pelo fuso mitotico (I. e., elas 
segregam) em diregao aos polos opostos da celula {quarta imagem). Durante a fe/d/ase, pouco depois 
de os cromossomos agruparem-se nos dois conjuntos vistos aqui {imagem no extreme inferior), as 
cromatides descondensam, e uma nova membrana nuclear forma-se em torno de cada jogo de 
cromatides (agora chamadas cromossomos; nao-mostrado). Essas quatro subfases em conjunto 
constituem a mitose. Durante a subfase subsequente - o processo de citocinese (algumas vezes 
considerada parte da telofase, nao-mostrado) - o citoplasma da celula-mae divide-se, gerando duas 
celulas-filhas. (B) 0 ciclo de crescimento e divisao dos mamiferos e dividido em quatro fases - G.,, S 
(durante a qual o DNA e replicado), G 2 e M (mitose). Urn quinto estado, Gg (G zero) denota urn estado 
de descanso, nao-proliferativo, das celulas que abdicaram do ciclo celular ativo. Enquanto a salda do 
ciclo celular ativo, entrando em Gg, e mostrada aqui como tomando parte em G.,, nao esta claro quando 
isso ocorre durante G.,. (A, de Conly Rieder.) 


Em muitos tipos de celulas de mamiferos mantidas em cultura, a smtese do DNA que segue- 
se a fase G1 freqiientemente requer 6 a 8 horas para se completar. Esse pen'odo de smtese do 
DNA e chamado de fase S (si'ntese), e sua duragao e determinada em parte pela enorme 
quantidade de DNA celular (cerca de 6,4 x 10^ pares de bases por genoma diploide) que deve 
ser fidedignamente replicado nessa fase. A duragao real da fase S varia muito em diferentes 
tipos de celulas, sendo muito mais curta em celulas como as celulas embrionarias e linfocitos, 
que apresentam rapida divisao. 

Tendo passado pela fase S, uma celula pode estar pronta para entrar diretamente na fase de 
mitose (fase M). Entretanto, a maioria das celulas de mamiferos retarda sua entrada na fase 
M, gastando 3 a 5 horas em um segundo intervalo, chamado G 2 , antes de entrar em M. 
Durante a fase G 2 , a celula se prepara para adentrar a fase de mitose (M) e divisao celular por 
meio de mecanismos ainda nao bem-compreendidos em sua totalidade. A fase M propria- 
mente dita consume cerca de uma hora e inclui quatro subfases distintas - profase, metafase, 
anafase e telofase -, culminando com a citocinese, a divisao do citoplasma que permite a 
formagao de duas novas celulas. Embora os pen'odos relacionados anteriormente caracteri- 
zem o comportamento de celulas de mamiferos estudadas em cultura, eles nao refletem o 
comportamento de todos os tipos de celulas expostas a todas as condigoes. Por exemplo, 
linfocitos em franca proliferagao podem duplicar seu niimero em cinco horas, algumas celu¬ 
las de um embriao jovem podem faze-lo ainda mais rapidamente. 
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Assim como na fase S, a fase M deve transcorrer com grande precisao. A fase M inicia-se com 
as duas fitas de DNA recentemente duplicadas em cada cromossomo; isso ocorre nas cromd- 
tides irmas do cromossomo, que encontram-se alinhadas adjacentemente no micleo. Durante 
a mitose, a alocagao das duas novas cromatides as duas celulas-fdhas deve ocorrer com preci¬ 
sao para assegurar que cada fdha receba exatamente um complemento diploide de cromati¬ 
des. Uma vez presentes nos micleos das recem-separadas celulas-filhas, essas cromatides tor- 
nam-se seus cromossomos. 

Isso significa que o conteiido genetico transferido para cada celula-filha depende da execugao 
precisa de dois processos: a replicagao fidedigna do genoma celular durante a fase Sea 
apropriada alocagao do DNA duplicado as celulas-fdhas durante a fase M. Como sera discu- 
tido a seguir, anormalidades nesses processos podem ter conseqiiencias desastrosas para a 
celula e o organismo — dentre elas, o cancer. 

Como ocorre em qualquer mecanismo, a maquina que executa as varias etapas do ciclo celu¬ 
lar esta predisposta a falhas em seu funcionamento. Essa possibilidade de falha contrasta com 
a exigencia das celulas de ter as varias etapas do seu ciclo celular ocorrendo a prova de erros. 
For isso, a celula dispoe de uma serie de mecanismos de vigia que se ocupam do monitora- 
mento de cada etapa da progressao do ciclo celular e permitem a essa celula prosseguir ate a 
proxima etapa do ciclo somente se um pre-requisito for satisfatoriamente completado. Alem 
disso, se etapas especificas na execugao do processo nao ocorrerem propriamente, esses mecanis¬ 
mos de monitoramento rapidamente impedem a celula de prosseguir no ciclo celular ate que tais 
problemas sejam satisfatoriamente manejados. Alem desses, outros sistemas de monitoramento 
asseguram que, uma vez completada uma etapa especi'fica do ciclo celular, ela nao sera repetida ate 
que a celula passe ao proximo ciclo celular. Esses mecanismos de monitoramento sao designados 
pontos de verifica 9 ao ou controles do ponto de verifica^ao (Figura 8.4). 

Um ponto de verificagao assegura que a celula nao avan^ara de Gj para S se o genoma 
necessita de reparo. Outro ponto de verificagao, operando em S, desacelerara ou introduzira 
uma pausa no processo de replicagao em resposta a dano ao DNA (em celulas de mami'feros, 


a entrada em M 
e bloqueada 
se a replicagao 
nao e completada 


a anafase e bloqueada 
se as cromatides nao 
estao apropriadamente 
montadas no fuse mitotico 






ponto de verificagao 
de dano ao DNA: 
a replicagao do DNA 
e interrompida se o 
genoma esta danificado 

ponto de verificagao 
de dano ao DNA: 
a entrada em S 
e bloqueada se o 
genoma esta danificado 


Figura 8.4 Exemplos de pontos de 
verifioagao no ciclo celular Os pontos de 
verificagao impoem um controle de 
qualidade para assegurar que a celula 
tenha completado apropriadamente todos 
os requisites de uma fase do ciclo celular 
antes de ser autorizada a avangar para a 
proxima fase. A uma celula, nao sera 
permitido entrar na fase S ate que todas as 
etapas de tenham side completadas. A 
celula sera impedida de entrar em ate 
que todo o seu DNA cromossomico tenha 
sido propriamente replicado. Similarmente, 
nao e permitido a uma celula entrar na 
anafase (quando as cromatides pareadas 
sao separadas) ate que todos os seus 
cromossomos tenham sido 
apropriadamente montados no fuse 
mitotico durante a metafase. Alem disso, 
nao e permitido a uma celula avangar na 
fase S ou M se seu DNA foi danificado e 
ainda nao sofreu reparo. Outros controles 
{nao-mostrados) asseguram que, uma vez 
que uma etapa especifica do ciclo celular 
tenha sido completada, ela nao se repetira 
ate o proximo ciclo celular. 
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Figura 8.5 Consequenoias da perda dos 
controles dos pontos de verifioagao A 
perda dos mecanismos criticos de controle 
dos pontos de verifioagao e frequentemente 
manifestada no cariotipo alterado das 
celulas. (A) 0 cariotiopo normal humano (a 
esquerda) constrasta com outro de uma 
celula privada da proteina de ponto de 
verifioagao Radi 7 (a direita), que e 
responsavel por evitar a re-replicagao 
inadvertida de DNA cromossomico ja 
replicado, resultando em 
endorreduplicagao. (B) A proteina Bubi 
normalmente evita a separagao de 
cromossomos caso urn ou mais pares nao 
estejam propriamente alinhados na placa 
de metafase. Em sua ausencia, as celulas 
ganham ou perdem cromossomos, como 
mostrado nesta analise de cariotipagem 
espectral (SKY), que indica que esta celula 
humana possui apenas urn Cromossomo 1 
{em amarelo, seta no canto superior direito) 
e urn Cromossomo 6 (em vermelho, seta, 
centre, a esquerda). (C) Centre outras 
fungoes, a proteina cinase ATR (ataxia- 
telangectasia e proteina relacionada a 
Rad3) e responsavel por interromper a 
replicagao do DNA ate que forquilhas de 
replicagao paradas sejam reparadas. Em 
sua ausencia, sitios frageis no cromossomo 

- quebras em certos sitios do cromossomo 

- tornam-se visiveis sob analise de 
cariotipagem. Nesta figura, sitios frageis 
nos Cromossomos humanos 3 e 16 (sefas 
brancas) sao aparentes em celulas em que 
a ATR nao se encontra funcional. (A, de X. 
Wang et al. Genes Dev. 17:965-970, 2003; 

B, de A. Musio et al.. Cancer Res. 63:2855- 
2863; C, de A.M. Casper et al.. Am. J. Hum. 
Genet. 75:654-660, 2004.) 



isso pode causar uma duplicagao do tempo necessario para completar a sfntese de DNA). Um 
terceiro ponto de verificagao so permitira a celula prosseguir de G 2 para M se a replicagao 
ocorrida em S tiver sido completada. Dano ao DNA desencadeara outro controle de ponto 
de verificagao que bloqueia a entrada em M. Durante a fase M, controladores de pontos de 
verificagao de alta eficiencia bloqueiam a anafase; esse bloqueio somente e removido apos 
todos os cromossomos terem sido propriamente ligados ao fuso mitotico. Um outro ponto 
de verificagao nao citado aqui tern sido reportado: por exemplo, um ponto de verificagao de 
decatenagao no final de G 2 evita a entrada em M ate que o par de fitas de DNA replicado em 
S tenha sido desenredado. Defeitos em alguns desses pontos de verificagao podem ser obser- 
vados devido a seus efeitos nos cromossomos (Figura 8.5). 

As operagoes desses pontos de verificagao tambem influenciam a formagao de canceres. A 
medida que um tumor desenvolve-se (progressao tumoral, discutida no Capltulo 11), celulas 
cancerosas incipientes beneficiam-se da experimentagao com varias combinagoes e permuta- 
goes de alelos mutantes a fim de determinar qual Ihes permitira maior vantagem proliferati- 
va. Um amento nas mutagoes de seus genomas acelera a taxa na qual podem adquirir com¬ 
binagoes vantajosas de alelos e, com isso, apressar a corrida da progressao do tumor. A 
capacidade de passar por mutagoes e a resultante instabilidade genomica e incompati'vel 
com a progressao normal do ciclo celular, uma vez que os controles de pontos de verifi¬ 
cagao geralmente bloqueiam o avango da celula pelo ciclo celular se o DNA estiver dani- 
ficado ou seus cromossomos estiverem desordenados. Assim, somado a aquisigao de genes 
de controle de crescimento alterados (ativagao de oncogenes e inativagao de genes supressores 
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de tumores), muitos tipos de celulas cancerosas tern um ou mais de seus controles de pontos 
de verifica^ao desativados. Com esses controles relaxados, celulas cancerosas incipientes po- 
dem acumular mais rapidamente os genes mutantes e os cariotipos alterados que propulsio- 
nam seu crescimento neoplasico. A ruptura dos controles responsaveis pela manuten^ao do 
genoma da celula em um estado intacto e um dos principals temas do Capitulo 12. 


8.2 Celulas decidem entre crescimento e quiescencia durante 
um periodo especifico na fase Gj 

Como ja mencionado, e provavel que virtualmente todas as celulas normals no corpo ve- 
nham a requerer sinais externos, a exemplo daqueles transmitidos por fatores de crescimento 
mitogenicos, antes de come^arem a crescer e dividir. As unicas exce^oes a regra parecem ser 
celulas embrionarias, as quais parecem ser capazes de proliferar sem receber sinais especifica- 
mente estimuladores de crescimento (Barra lateral 8.1). A explica^ao para esse comporta- 
mento observado em celulas normals nos nossos tecidos e uma so: como essas celulas partici- 
pam da forma^ao de tecidos precisamente estruturados, sua prolifera^ao deve, necessaria- 
mente, ser coordenada com celulas adjacentes nesses tecidos. Em outras palavras, o corpo 
nao pode dar a cada uma das suas quase 10 '^ celulas a licen^a para decidir por si proprias 
entre crescer e dividir-se. Se isso acontecesse, ten'amos o caos. 

Evidencias acumuladas durante o ultimo quarto de seculo indicam que as celulas consultam 
o seu ambiente extracelular e seus respectivos sinais de regula^ao do crescimento durante 
uma discreta janela de tempo durante o ciclo celular, mais especificamente do im'cio e maior 
parte do curso da fase Gj, terminando ate uma bora ou duas antes da transi^ao de Gj para S 
(Figura 8 . 6 ). As opera 96 es da maquinaria da fase Gj sao indicadas pelas respostas de celulas 
em cultura a sinais extracelulares. Se removessemos o soro e, com isso, os fatores de cresci¬ 
mento das celulas antes de elas completarem 80 a 90% da fase Gj, elas falhariam em prosse- 
guir pelo ciclo celular e provavelmente reverteriam para a fase Gq. Entretanto, tendo essas 
celulas transitado por esse pen'odo de tomada de decisao da fase Gj e avan^ado em dire^ao as boras 
finals de tal fase (os 10 a 20% remanescentes de Gj), a remo^ao do soro nao mais as afetaria, e elas 
continuariam progredindo pelas fases Gj, S, Gj e M. Da mesma maneira, fatores antimitogeni- 
cos, como o TGF-P, sao capazes de impor seus efeitos de inibi^ao de crescimento somente neste 
pen'odo, do im'cio ate a metade da fase Gj. Tendo a celula entrado na fase tardia de Gj ela parece 
“esquecer” da presen^a desse fator de regula^ao negativa em seus arredores. 

Esse quadro de dependencia total de fatores de crescimento extracelulares seguido pela entra- 
da em estagios tardios de Gj em um estado de relativa independencia indica que uma impor- 
tante decisao deve ser tomada nesse ponto. Precisamente nesse ponto, uma celula deve deci- 


Barra lateral 8.1 Celulas-tronco embrionarias apresentam um corn- 
portamento autonomo Nossas percep^oes sobre o comportamento de 
celulas de mami'feros normals tern sido fundamentadas por decadas de 
trabalho com ampla variedade de celulas somaticas presentes em teci¬ 
dos embrionarios e adultos. Entretanto, celulas do embriao jovem ope- 
ram claramente sob um jogo de normas distinto. A rota da pRb e a 
maquinaria do relogio do ciclo celular a serem descritas neste capitulo 
parecem ser operantes em uma ou outra forma em virtualmente todos 
os tipos de celulas adultas. Em contraste, varios experimentos indicam 
que o controle de crescimento imposto pela pRb nao e funcional em 
celulas embrionarias iniciais, incluindo al seus derivados em cultura, as 
celulas-tronco embrionarias (ES). O mesmo pode ser dito sobre a rota 
da p53 (veja o Capitulo 9). Parece que os sinais mitogenicos requeridos 
para manter celulas mais diferenciadas proliferando nao sao necessarios 
por celulas ES em cultura para sua prolifera^ao. Por exemplo, alem do 


fator de crescimento chamado LIE (fator inibidor da leucemia), que e 
necessario para evitar sua diferencia^ao, ES de camundongos prolife¬ 
rando in vitro parecem ser capazes de dirigir sua propria prolifera^ao 
por meio de sinais gerados intracelularmente. (De fato, uma protelna 
semelhante a Ras constitutivamente ativada, chamada E-Ras, e expres- 
sa especificamente nessas celulas.) 

Celulas ES parecem preservar muito do comportamento autono¬ 
mo que associamos a ancestrais unicelulares dos metazoarios, isto e, o 
comportamento de celulas que ainda nao se tornaram dependences de 
seus vizinhos para a obten^ao dos sinais que controlam crescimento e 
sobrevivencia. A indica 9 ao mais chocante de sua autonomia extrema e 
sua habilidade em formar tumores benignos (teratomas) quando intro- 
duzidos em muitos sltios anatomicos em um organismo adulto. Como 
essas celulas sao geneticamente do tipo selvagem, elas representam o 
linico exemplo de uma celula tipo selvagem que e tumorogenica. 
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Figura 8.6 A resposta a sinais 
extraoelulares durante o ciclo celular As 
celulas respondem a mitogenos 
extracelulares e fatores inibitorios (como o 
TGF-P) somente durante uma discreta 
janela de tempo que comega no inicio de 
G., e termina antes de seu final. 0 final 
dessa janela de tempo e designado ponto 
de restrigao (R), que indica o ponto no 
tempo em que a celula deve comprometer- 
se a avangar pelo ciclo celular ate a fase M, 
permanecer em G1 ou sair do ciclo celular 
ativo, recuando para Gq. 



dir se permanecera em Gj, se recuara do ciclo ativo para Gq ou se avangara pela fase tardia de 
Gj e dai para as outras fases do ciclo. Essa decisao critica e tomada em uma fase de transigao 
que foi chamada ponto de restrigao ou ponto R (veja a Figura 8.6). Na maioria das celulas de 
mami'feros estudadas ate hoje, o ponto R ocorre varias horas antes da transigao das fases Gj/S. 

Se uma celula deve decidir no ponto R a continuar avangando pelo ciclo de crescimento 
e divisao, ela compromete-se a prosseguir alem de Gj para a fase S e dai para completar 
uma serie de etapas rigidamente programadas (a totalidade das fases S, Gj e M) que Ihe 
permitirao sua divisao em duas celulas-fdhas. Tal decisao sera respeitada mesmo que 
fatores de crescimento estejam ausentes do meio extracelular durante essas fases rema- 
nescentes do ciclo celular. Sabemos que a serie de etapas posteriores (S, G 2 e M) prosse- 
gue de acordo com um cronograma fixo porque uma celula que entra em S ira, na ausen- 
cia de um desastre maior, invariavelmente completar S e, tendo isso ocorrido, prosseguir 
para Gj e dai para M. 

Para aqueles especificamente interessados na proliferagao descontrolada das celulas cancero- 
sas, esse programa fixo e pouco atraente, pois a progressao da etapa final de Gj e dai as outras 
fases, isto e, S-G 2 -M, ocorre de forma similar em celulas normals e cancerosas. Interessados 
em estudar o cancer direcionam-se predominantemente a transigao de Gq/Gj e ao periodo 
linico na vida de uma celula em franco crescimento ativo — a janela de tempo envolvendo a 
maior parte de Gj - quando a celula e dada a licenga de decidir sobre seu destino. 

O comprometimento de avangar pelo ponto R e continuar direto a fase M nao e absoluto, 
como se pode esperar. Desastres metabolicos, geneticos ou fisicos podem interferir durante S, 
G 2 ou M e forgar a celula a interromper, com freqiienda temporariamente, seu avango atra- 
ves do ciclo celular ate que as condigoes tenham sido normalizadas. Ainda assim, na grande 
maioria dos casos, as celulas logram seu intento de evitar tais desastres. Isso faz do ponto R 
um determinante critico de se as celulas vao crescer ou nao. Um crescente niimero de eviden- 
cias indica que a desregulagao da maquinaria de controle do ponto R acompanha a formagao 
da maioria, senao de todos, dos tipos de celulas cancerosas. Outros pontos decisorios nas 
etapas tardias de Gj tambem podem contribuir para o descontrole na proliferagao de certas 
celulas cancerosas. 


8.3 Ciclinas e cinases depen dentes de ciclinas constituem os 
componentes centrals do relogio do ciclo celular 

A existencia do ponto R nos deixa com duas questoes principals que tomarao a maior 
parte deste capitulo para serem explicadas. Primeiro, qual e a natureza da maquinaria 
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molecular que decide se uma celula em Gj continuara a avan^ar pelo ciclo celular ou 
saira deste, passando a um estado de nao-crescimento? Segundo, como essa maquinaria, que 
chamamos de relogio do ciclo celular, implementa essas decisoes uma vez que elas tenham 
sido tomadas? Come^aremos pela segunda questao antes de passarmos a primeira. 

Como previamente descrito (Capi'tulos 5 e 6), quando sinais sao transmitidos de uma unica 
protema controladora mestra a varios alvos respondentes downstream a ela, as fun^oes de 
emissao de sinais sao delegadas a protemas cinases. Essas enzimas sao idealmente apropriadas 
para a tarefa. For meio da fosforilafao de alvos multiplos e diversos, isto e, substrates, 
uma cinase pode criar modifica^oes covalentes que servem para ligar ou desligar varias 
atividades inerentes a esses substrates proteicos. De fato, o relogio do ciclo celular vale- 
se de um grupo de protemas cinases para executar as varias etapas da progressao do ciclo 
celular. For exemplo, a fosforila^ao das protemas associadas ao centrossomo na transi^ao 
Gj/S permite sua duplica 9 ao em prepara^ao para a fase M. A fesforila^ao de outras pro¬ 
temas previamente a fase S permite a ativa^ao de sftios de replica^ao do DNA ao longo 
do cromossomo. A fosforila 9 ao de histonas em antecipa^ao as fases S e M confere a 
cromatina configura^oes que permitem a essas duas fases progredirem normalmente. E a 
fosforilafao de protemas que formam a membrana nuclear (algumas vezes denominada enve¬ 
lope nuclear), como laminina e nucleoporina, causa sua disssocia^ao e dissolu^ao dessa mem¬ 
brana no inicio da fase M. 

As cinases disponibilizadas pela maquinaria do ciclo celular sao coletivamente chamadas ci¬ 
nases dependentes de ciclinas (CDKs), para indicar que estas enzimas nunca agem por conta 
propria; em vez disso, elas dependem de subunidades regulatorias associadas, as protelnas 
ciclinas, para funcionamento adequado. Complexos biomoleculares de CDKs e suas ciclinas 
parceiras sao responsaveis por enviar os sinais do relogio do ciclo celular para diizias, senao 
centenas, de moleculas de resposta que executam o trabalho de conduzir a celula atraves de 
seu ciclo de crescimento e divisao. 

As CDKs sao serina/treonina cinases, em contraste com tirosinas cinases que estao asso¬ 
ciadas a receptores para fatores de crescimento e a moleculas de cinase nao-receptoras, 
como Src. As CDKs apresentam cerca de 40% de identidade da seqtiencia de aminoaci- 
dos entre si e sao portanto consideradas uma subfami'lia distinta dentro da grande (cerca 
de 430) multidao de serinas/treoninas cinases codificadas pelo genoma humano. As ci¬ 
clinas associadas a CDKs ativam a atividade catali'tica de suas parceiras CDKs (Figura 
8.7). (No bem-estudado exemplo da liga^ao da ciclina A a CDK2, a associa^ao das duas 
protemas aumenta a atividade enzimatica da CDK2 400 mil vezes!). Ao mesmo tempo, 
as ciclinas servem como guia para as CDKs, por meio do auxi'lio aos complexos ciclina- 
CDK no reconhecimento de substratos proteicos na celula. As ciclinas, por sua parte, 
tambem constituem uma fami'lia distinta de protemas celulares que tern em comum um 
resi'duo de cerca de 100 aminoacidos que esta envolvido na liga^ao e ativa^ao funcional 
das CDKs. 

Na verdade, sao os complexos ciclina-CDK que constituem o motor do relogio do ciclo 
celular. Durante a maior parte da fase Gj do ciclo celular, duas CDKs de atividade simi¬ 
lar, a CDK4 e a CDK6, sao guiadas e dependem de sua associa^ao com um trio de 
protemas relacionadas (Dl, D2 e D3), que coletivamente sao chamadas ciclinas do tipo 
D (Figura 8.8). Apos o ponto R na fase tardia de Gj, as ciclinas tipo E (El e E2) asso- 
ciam-se a CDK2 para permitir a fosforila^ao de substratos apropriados requeridos para a 
entrada na fase S. A medida que as celulas adentram a fase S, as ciclinas tipo A (A1 e A2) 
substituem as ciclinas tipo E como parceiras da CDK2 e assim permitem a progressao da 
fase S (Figura 8.7). Mais tarde na fase S, as ciclinas tipo A trocam de parceiras, deixando 
CDK2 e associando-se a outra CDK, chamada CDC2 ou CDKl (usaremos CDC2). A 
medida que a celula segue pelo ciclo celular, adentrando a fase G2, as ciclinas tipo A sao 
substitui'das como parceiras de CDC2 pelas ciclinas tipo B (B1 e B2). Finalmente, no 
inicio da fase M, os complexos formados entre CDC2 e ciclinas tipo B desencadeiam 
varios eventos da profase, anafase e telofase que, em conjunto, constituem o complexo 
programa de mitose. 
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Figura 8,7 Complexes cIcllna-CDK Analise por meio de cristalografia de 
raios X revelaram as estruturas dos complexes ciclina-cinases 
dependentes de ciclinas (CDK), como estes formados pela CDK2 com 
dois de seus parceiros alternativos, as ciclinas A e E. Em cada case, a 
ciclina ativa a molecula CDK por meio de mudangas estereoquimicas 
no sitio catalitico da CDK e dirige o complexo cataliticamente ativado a 
substrates apropriados para fosforilagao. (A) A alfa helice PSTAIRE 
(vermelho) esta presente em todas as CDKs e e essencial para a 
ligagao das ciclinas. A alga de ativagao {amarelo), por vezes chamada 
“alga T”, deve ser fosforilada em uma treonina por uma cinase 


ativadora de CDK (CAK) para que a fungao catalitica de uma CDK seja 
ativada. A ciclina A (roxo) direciona CDK2 (verde azulado) a substrates 
que devem ser fosforilados a fim de que a fase S prossiga. (B) Durante 
a fase tardia de G., do ciclo celular, a ciclina E dirige a CDK2 para 
substrates proteicos que devem ser fosforilados em preparagao a 
entrada na fase S. A conservada helice a PSTAIRE e a alga de ativagao 
de CDK2 sao mostradas aqui na cor purpura. Outro segmento {cor-de- 
laranja) esta envolvido, de formas nao-esclarecidas, com a associagao 
da ciclina E com os centrossomos. (A, de PD. Jefrey et al. Nature 
376:313-320, 1995; B, de R. Honda et al., EMBOJ. 24:452-463, 2005.) 


Assim como em outros sistemas bem-regulados, as atividades de varios complexos ciclina- 
CDK devem ser moduladas a fim de que se imponha controle sobre etapas especi'ficas do 
ciclo celular. A forma mais importante de se obter tal regulagao reside na mudanga dos m'veis, 
bem como na disponibilidade das ciclinas durante as varias fases do ciclo celular. Em contras- 
te ao que ocorre com as ciclinas, os niveis da maioria das CDKs varia muito pouco. 


Figura 8.8 Pareamento de ciclinas com 
cinases dependentes de ciclinas Cada tipo 
de par de ciclina combina-se com uma 
cinase dependente de ciclina (CDK) 
especifica, ou jogo de CDKs. As ciclinas 
tipo D (D1, D2 e D3) ligam-se a CDK4 ou 
CDK6, a ciclina tipo E (El e E2) liga-se a 
CDK2, a ciclina tipo A (Al e A2) liga-se a 
CDK2 ou CDC2 e as ciclinas tipo B (B1 e 
B2) ligam-se a CDC2. Os periodos durante 
0 ciclo celular em que esses varios 
complexos ciclina-CDK estao ativos estao 
indicados. 
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As primeiras evidencias a respeito das ciclinas e do controle de CDKs vieram de estudos dos 
reguladores de mitose em embrioes jovens de ras e ouri^o-do-mar. Esses experimentos mostraram 
que os mveis de ciclinas tipo B aumentam antes da mitose, permitindo a elas e ao CDC2 forma- 
rem complexos que iniciam a entrada na fase M. No final da fase M, os mveis de ciclinas B 
despencam devido a vida curta dessa protema, que sofre degrada 9 ao. No im'cio do proximo ciclo 
celular, a ciclina B e virtualmente nao-detectavel nas celulas e acumula-se gradualmente mais tarde 
no ciclo, antes da proxima fase M. Todas as celulas no embriao passam pelas fases S e M simulta- 
neamente, uma vez que o processo de crescimento e divisao de todas as celulas nesses embrioes 
jovens ocorre de maneira sincronizada, isto e, coordenadamente. Isso acarreta episodios repetidos 
de varia^ao nos m'veis dessas protei'nas ciclinas, fato que originou seu nome (Figura 8.9). 

As dramaticas variances da ciclina B observadas nas diferentes fases do ciclo celular ocorrem tam- 
bem com outras ciclinas. Os niveis da ciclina E aumentam abruptamente apos uma celula ter 
passado pelo ponto R e, em contrapartida, diminuem quando a celula entra na fase S (Figura 
8.10), ao passo que a ciclina A aumenta quando da entrada na fase S. Embora existam pelo menos 
dois subtipos de ciclinas A, B e E, nos referiremos a eles apenas como ciclina A, B e E, respectiva- 
mente, pois os subtipos correspondentes de cada uma parecem operar de maneira identica. 

O colapso nos m'veis de varias especies de ciclinas a medida que as celulas avangam de uma 
fase do ciclo celular para outra ocorre devido a sua rapida degrada^ao. Esse processo e media- 
do pela ativa^ao de ubiquitinas ligases que sao altamente coordenadas e que ligam cadeias de 
poliubiquitinas a tais ciclinas. Como descrito na Barra lateral 7.8, essa poliubiquitina^ao leva 
a degrada^ao proteoli'tica nos proteassomos. O aciimulo gradual das ciclinas seguido pela sua 
rapida degrada^ao tern importantes conseqiiencias funcionais para o ciclo celular, pois esse 
processo determina o sentido unico do ciclo celular. Isso assegura, por exemplo, que celulas 
que acabaram de deixar a fase M nao possam retornar a mesma fase do ciclo, mas somente 
avan^ar em dire^ao a Gj, S e Gj ate que estas acumulem as ciclinas B necessarias para a 
entrada, uma vez mais, na fase M. 

A unica exce 9 ao a essas bem-programadas variances nos m'veis de ciclinas e representada pelas 
ciclinas tipo D. Os m'veis das ciclinas A, B e E nao variam dinamicamente durante o avan^o 
entre as varias fases de crescimento e divisao celular. Em vez disso, os niveis de ciclinas tipo D 
sao bastante controlados por sinais extracelulares, especificamente aqueles transportados por 
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Figura 8.9 Flutuagoes nos niveis da ciclina 
B dependentes do cicio ceiuiar As 
flutuagoes ciclicas nos niveis da ciclina B 
no girino e em embrioes de pepinos do mar 
deram as ciclinas seu nome. Essas 
flutuagoes sao observaveis, pois os ciclos 
celulares nesses embrioes iniciais sao 
sincronizados, ou seja, todas as celulas 
adentram a fase M simuitaneamente. 
Nesses embrioes iniciais, as fases G., e Gj 
do ciclo ceiuiar {laranja, setas cor-de-rosa) 
estao virtualmente ausentes, e as celulas, 
em consequencia, alternam entre as fases 
M e S. (Apesar dos niveis da ciclina B 
serem ja substanciais antes do inicio da 
fase M, moleculas da ciclina B sao 
incapazes de format complexos B-CDC2 
cataliticamente afivos ate que ocorra a 
transigao de Gj para M.) 


Figura 8.10 Fiutuagoes dos niveis de 
ciclina durante o cicio ceiuiar Os niveis da 
maioria das ciciinas presentes em 
mamiferos fiutuam dramaticamente na 
medida em que as celulas progridem 
atraves das varias fases do ciclo ceiuiar. 
Para a maioria dessas ciclinas, tais 
flutuagoes sao rigidamente coordenadas 
com 0 cronograma dos avangos atraves 
das varias fases do cicio celular. Entretanto, 
no caso das ciclinas tipo D, sinais 
extraceluiares, notavelmente aqueles 
gerados por fatores de crescimento, 
infiuenciam seus niveis significativamente. 
(Enquanto a ciclina D1- e possivelmente 
outras ciciinas tipo D - esta presente em 
outras fases do ciclo ceiuiar alem de G^, 
seguindo-se a transigao de G.|/S, ela e 
exportada do niiicieo para o citoplasma, 
onde nao mais influenciara a progressao do 
ciclo celular.) 
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Figura 8.11 Controle dos niveis da oiclina 
D1 (A) A ciclina D1 foi descoberta como 
uma proteina cujos niveis sao muito 
induzidos pela exposigao de macrofagos 
ao mitogeno CSF-1 (fator estimulador de 
col6nias-1). Neste case, uma linhagem de 
macrofagos que foi mantida sem CSF-1 foi 
exposta a CSF-1 fresco, e as quantidades 
de mRNA da ciclina D1 foram determinadas 
em intervales de tempo subsequentes por 
meio de Northern blot. (B) 0 controle dos 
niveis da ciclina D1 por mitogenos 
extracelulares pode ser explicado, em 
parte, por uma cascata de transdugao de 
sinais que parte de receptores para fatores 
de crescimento (RTKs) ate o fator de 
transcrigao AP-1, urn dos varies fatores de 
crescimento que modulam a transcrigao do 
gene da ciclina D1 no nucleo. Como 
indicado, varias outras cascatas de 
sinalizagao convergem para o promoter 
desse gene. (A, de FI. Matsushime et al., 
Cell 65:701-713, 1991.) 





4,5 kb 
3,8 kb 


(^) fator de crescimento 

I 

receptor de tirosina 
cinase 

I 

Grb2 

I 

Sos 

\ 


Ras 


/ 

\ 

Raf 

Ral-GDS 

t 

1 

MEK 

1 

Rac 

1 

PAK 

1 

ERK 

1 

MEK 

t 

p90Rsk 

1 

t 

MKK4 

CREB 

1 

1 

JNK 

1 

1 

Fos 

Jun 


fator de 
crescimento 


HER2/Neu 


►Spl 

STAT 

t 

Jak 


AP-1 

-► D1 

^ I ^ 

Gli 

t 

Smoothened 


Tcf/Lef -^p-catenina- 
NF-kB 

t 

IKk 


Wnts 



uma variedade de fatores de crescimento mitogenicos. No caso da ciclina Dl— a mais estuda- 
da das tres ciclinas tipo D a ativagao de receptores do tipo tirosina cinase e a estimula- 
gao de varias cascatas de sinalizagao resulta no rapido aciimulo da ciclina Dl (Figura 
8.11). Por outro lado, a remogao de fatores de crescimento do meio de cultura celular 
resulta em um rapido colapso nos m'veis de ciclina Dl com uma meia-vida (Tj/ 2 ) de 
aproximadamente 30 minutos. 

O comportamento variavel das ciclinas tipo D tern sido racionalizado da seguinte maneira: 
elas servem para transportar sinais do meio extracelular para o relogio do ciclo celular ope- 
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Tabela 8.1 Indugao da expressao da ciclina tipo D por sinais extraoelulares 


Fonte do sinal 

Intermediaries da sinalizagao 

Tipo de ciclina 

Receptor RANK 

via NF-kB 

Dl 

Receptor de prolactina 

Jak/STAT 

Dl 

Receptor de estrogenio 

AP-1 TF (?) 

Dl 

Cinase de adesao focal 


Dl 

Receptor de FIER2/Neu 

E2F e Spl TFs 

Dl 

Receptor Wnts-Frizzled 

p-catenina e Tcf/Lef TFs 

Dl 

Ber/AbI 


D2 

Receptor de FSFI 

AMP cfclico 

D2 

Varies mitogenos 

Myc 

D2 

Receptor de interleucina-4,7 


D2 

Receptor de interleucina-5 

STAT3/5 

D3 


E2ATF 

D3 


FHS = hormonio folfculo-estimulante. 


rante no niicleo. Como os m'veis de ciclinas do tipo D flutuam em concordancia com os 
m'veis de mitogenos extracelulares, as ciclinas tipo D informam continuamente a maquinaria 
do ciclo celular sobre as condifoes do ambiente ao redor da celula. 

Apos as ciclinas tipo D serem sintetizadas no citoplasma e migrarem para o nucleo, elas 
sao montadas em complexos com dois parceiros alternativos de CDK, o CDK4 e o CDK 6 . 
Como estas duas CDKs tern fun^oes semelhantes, nos referiremos a elas como CDK4/6. 
Os complexos ciclina D-CDK4/6 parecem ter atividade enzimatica similar, senao iden- 
tica, bem como especificidade de substrato independente do fato de center ciclina Dl, 
D2 ou D3. 

Essas similaridades invocam uma questao: por que celulas de mami'feros expressam tres cicli¬ 
nas aparentemente redundantes? O que parece ser uma redundancia em verdade oferece a 
celula uma refmada capta^ao sensorial e maior flexibilidade de resposta. O promotor de cada 
um dos tres genes esta sob o controle de um grupo diferente de receptores de superficie 
(Tabela 8.1). Por exemplo, o promotor do gene da ciclina Dl (chamado, em humanos, 
CCNDl) tern sMos para a liga^ao dos fatores de transcri^ao AP-1, Tcf/Lef e NF-kB (Figura 
8.1 IB), que, por sua vez, sao ativados por uma serie de receptores de fatores de crescimento. 
Em contrapartida, o promotor da ciclina D2 responde a ativa 9 ao pelo fator de transcri^ao 
Myc e a sinais extracelulares que estimulam aumento na concentra^ao intracelular de adeno- 
sina monofosfato ci'clica (cAMP). O gene da ciclina D3 responde a fatores de transcri^ao 
STAT3 e STAT5, e estes respondem a receptores de interleucina ativos em varias celulas 
bematopoieticas. O fator de transcri 9 ao E2A, que e ativado durante a diferencia 9 ao de linfo- 
citos, tambem controla a expressao da ciclina D3. 

Essa disposi 9 ao permite a uma diversa lista de sinais extracelulares afetar as atividades da 
CDK4/6 por meio do controle dos m'veis de sens varies parceiros de ciclinas D. Alem 
disso, investiga 96 es mais recentes indicaram que certas ciclinas tern fun^oes na celula 
que sao aparentemente nao-relacionadas a seu papel na progressao do ciclo celular (Barra 
lateral 8 . 2 ). 

Uma vez formados, os complexos ciclina D-CDK4/6 sao capazes de conduzir a celula desde 
o comedo da fase Gj ate, e talvez ate apos, o ponto R. Apos a passagem pelo ponto R, as 
ciclinas remanescentes - E, A e B — comportam-se de forma pre-programada, executando as 
etapas do ciclo que come^am em R e estendem-se ate o fim de M (Figura 8.12). De fato, uma 
vez tendo passado pelo ponto R, os componentes da maquinaria do ciclo celular assumem 
autonomia e nao mais respondem a sinais extracelulares. 

Por razoes ainda pouco compreendidas, em fases tardias, os complexos ciclina-CDK su- 
primem a atividade dos complexos que os precederam em fases anteriores do ciclo celu¬ 
lar. Por exemplo, quando a ciclina A e ativada pela a^ao de complexos ciclina E-CDK2 


Barra lateral 8.2 Ciclinas tipo D tern 
outras fun^oes alem do controle do ci¬ 
clo celular Duas decadas de pesquisa do 
ciclo celular criaram a impressao de que 
o controle do ciclo celular e a linica fun- 
9 ao das ciclinas. De fato, a ciclina Dl 
associa-se ao receptor de estrogenic (ER) 
e ao fator de transcri^ao C/EBPp. Ao li- 
gar-se a ER, a ciclina D1 mimetiza a li- 
ga^ao normal ao seu receptor - estroge¬ 
nic - ao estimular suas atividades trans- 
cricionais. A grande maioria (> 70%) dos 
canceres de mama expressam o ER, e isso 
explica os efeitos mitogenicos que o es¬ 
trogenic exerce sobre as celulas desses 
tumores. Como a ciclina Dl esta supe- 
rexpressa na maioria desses tumores e 
pode ativar esse receptor, os complexos 
Dl-ER podem tambem exercer um im- 
portante papel, levando a prolifera^ao 
celular em tais tumores. A associa^ao da 
ciclina Dl com a C/EBPP resulta em 
uma inibi^ao desse fator de transcri^ao; 
acredita-se que essa associa^ao tenha 
importante papel na programa^ao da di- 
ferencia^ao em varies tipos de celulas. 
De fato, o padrao de expressao de genes 
de varies canceres de mama oferece cla- 
ra indica^ao de que as intera^oes da ci¬ 
clina Dl com C/EBPP contribuem 
significativamente para o perfil transcri- 
cional dessas celulas. Tais associa^oes su- 
gerem que ainda outras intera^oes das 
ciclinas tipo D com varias protei'nas nu- 
cleares serao identificadas no future. 
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PROGRAMA INFLUENCIADO POR 

SINAIS EXTRACELUU\RES PROGRAMA CELUUVR AUTONOMO 



Figura 8.12 Controle dos niveis de oiclina 
durante o ciclo celular Enquanto sinais 
extracelulares influenciam robustamente os 
niveis de ciclinas D1 durante a maior parte 
da fase G., do ciclo celular, os niveis das 
ciclinas remanescentes sao precisamente 
coordenados com o ciclo celular e 
controlam seu avango. Assim, apos as 
ciclinas passarem pelo ponto R e os 
complexos ciclina E-CDK2 serem ativados, 
a ativagao dos complexos ciclina-CDK 
remanescentes ocorre seguindo urn 
cronograma previsivel que parece ser 
independente de sinais extracelulares 
fisiologicos. Em parte, essa coordenagao e 
alcangada porque os complexos ciclina- 
CDK em uma fase do ciclo celular sao 
responsaveis por ativarem outros na fase 
subsequente [indicado) e por desligarem 
aqueles que estavam ativos na fase anterior 
(nao-mostrado). 


durante a transigao Gj/S, as atividades da ciclina A-CDK2 resultam em, dentre outros 
achados, inativagao do fator de transcrigao que serviu anteriormente durante a transigao 
pelo ponto R para induzir a expressao da ciclina E. Na fase tardia de S e ini'cio de Gj, o 
complexo ciclina A-CDC2 comega a se preparar para a ativagao dos complexos de cicli¬ 
nas B-CDC2 necessarios para a entrada na fase de mitose. Uma vez que estes ultimos 
sejam ativados, eles parecem causar um desligamento da smtese da ciclina A, e assim 
sucessivamente. 


8.4 Complexos ciclina-CDK tambem sao regulados por 
inibidores de CDK 

O padrao de progressao do ciclo celular descrito anteriormente parte do prindpio de que 
sinais fisiologicos sao capazes de influenciar a atividade do relogio do ciclo celular somente 
por meio da regulagao dos m'veis de ciclinas. Na verdade, existem varios outros mVeis de 
controle que modulam a atividade dos complexos ciclina-CDK que, conseqiientemente, re- 
gulam o avango pelo ciclo celular. 


O mais importante desses controles adicionais e imposto por uma classe de protemas 
genericamente chamada de inibidoras de CDK ou simplesmente Cdkis. Ate o momento, 
sete dessas protemas foram identificadas; elas sao capazes de antagonizar a atividade dos 
complexos ciclina-CDK. Um grupo de quatro dessas, as protemas INK4 (originalmente 
chamadas inibidoras de CDK4), sao destinadas especificamente a complexos CDK4 e 
CDK6; elas nao tern efeito sobre CDC2 e CDK2. Esses inibidores sao pl5*’^’^^®, 

pl8iNK4C g pjc)iNK4D Qj inibidores de CDK remanescentes descobertos, p2lC'P* 
(algumas vezes chamado p21'^“^*), p27’^‘P' e p57’^‘P^ tern atividade mais ampla, sendo 
capazes de inibir todos os outros complexos ciclina-CDK que se formam em estagios 
fmais do ciclo celular (Figura 8.13). 

As agoes dessas duas classes de inibidores de CDKs sao ilustradas pela pie pelo 
duo pdl^-'P' e p27’^‘P'. Quando TGF-P e incubado com celulas epiteliais, uma serie de 
respostas celulares que antagoniza a proliferagao e gerada. Dentre essas, ha um aumento 
substancial nos niveis de pique bloqueia a formagao de complexos ciclina 
D-CDK4/6 (Figura 8.14), tambem inibindo aqueles ja formados. Na ausencia de com¬ 
plexos D-CDK4/6, a celula e incapaz de avangar atraves das etapas iniciais e medias de 
Gj e atingir o ponto R. Uma vez que a celula tenha ultrapassado o ponto R, as agoes dos 
complexos D-CDK4/6 parecem tornar-se desnecessarias. Isso pode explicar por que o 
TGF-P e um inibidor do crescimento durante o inlcio e metade de Gj e perde a maior 
parte - talvez totalmente - de seu potencial de inibigao do crescimento uma vez que a 
celula ultrapassa o ponto R. 
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A p21‘^‘P', uma inibidora de CDK de a^ao mais ampla, e tambem induzida pelo TGF-P, mas 
isso ocorre de modo mais tenue. Muito mais relevantes sao os aumentos nos niveis da p21‘-‘P* 
que ocorrem em resposta a varios processes de estresse fisiologico (Figura 8.14A); uma vez 


Figura 8.13 Agoes dos inibidores de CDK 
(A) Os inibidores de CDK bloqueiam as 
agoes das CDKs em varios pontos do cicio 
ceiular. As quatro proteinas INK4 (pi 

p-|5lNK4B^ p-|3lNK4C g p-|9lNK4Dj ggg 

especializadas em inibir os complexos 
D-CDK4 e D-CDK6 que estao ativos no 
inicio e na metade de G.,. Contrariamente, 
as tres Cip/Kip Cdkis (p 2 lopi, p27'<'Pi e 
p 57 Kip 2 ) podem inibir os complexos ciclina- 
CDK remanescentes que estao ativos no 
curso do cicio ceiular. (Relativamente 
pouco se sabe sobre as agoes de p57'<'P2.) 
Paradoxalmente, p21®pi e 
promovem a formagao de complexos 
D-CDK4/6 durante a fase do cicio 
ceiular (nao-mostrado aqui\ veja a Figura 
8.17). (B) Essa apresentagao do complexo 
entre p27'<'Pi e a ciclina A-CDK2, derivada 
por cristalografia de raios X (veja tambem a 
Figura 8.7), ilustra como urn dominio de 
p 27 Kipi (yerde claro) bloqueia a fungao da 
ciclina A-CDK2 pela obstrugao do sitio de 
ligagao do ATP na fenda catalitica da CDK. 
(C) Inibidores da classe INK4, como a 
pi mostrada aqui (marrom 
avermelhado), ligam-se a CDK6 {vermelho) 
e a CDK4 {nao-mostrado). Esses inibidores 
de CDK deformam o sitio de ligagao da 
CDK6, reduzindo sua afinidade por ciclinas 
do tipo D. Ao mesmo tempo, elas 
deformam o sitio de ligagao de ATP e, com 
isso, comprometem a atividade catalitica. 
Interagoes identicas provavelmente 
caracterizam as respostas de CDK4 a 
p16iNK4A. (B, de A.A. Russo et al.. Nature 
382:325-331, 1996; C, de A.A. Russo et al. 
Nature 395:237-243, 1998.) 
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Figura 8.14 Controle da progressao do cicio ceiular por TGF-j3 (A) 0 
TGF-P {acima, a esquerda) controla a maquinaria do cicio ceiular em 
parte por sua habilidade em modular os niveis dos inibidores de CDK. 
Ele age para induzir aumentada expressao da pi 5"^'^''^ e, fracamente, 
da p 21 °pi, A primeira pode bloquear as agoes dos complexos ciclina 
D-CDK4/6, enquanto a ultima pode bloquear as agoes dos complexos 
ciclina-CDK remanescentes que sao ativos durante o restante do cicio 
ceiular. Independentemente disso, o dano ao DNA ceiular causa fortes. 


rapidos aumentos da p21®Pb que pode, por sua vez, desativar os 
complexos ciclina-CDK que estao ativos nas fases do cicio ceiular apos 
a passagem da celula atraves do ponto R na fase G., tardia. (B) Quando 
0 TGF-p e aplicado a querafinocitos humanos, induzindo urn dramatico 
aumento de 30 vezes na sintese de mRNA da pi 5"^'^®, aqui 
demonstrado por meio de analise por Northen blot. Esfas celulas foram 
expostas ao TGE-p pelos intervalos de tempo (em boras) indicados 
{acima). (B, G.J. Hannon e D. Beach, Nature 371:257-261, 1994.) 
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presente em mVeis significativos, a p21^‘P* pode agir durante a maior parte do ciclo celular, 
parando a prolifera^ao da celula. Nesse contexto, destaca-se o dano ao genoma celular. Con- 
tan to que o DNA genomico permane^a em um estado nao-reparado, a p21^‘P' que foi indu- 
zida bloqueara a atividade dos complexos ciclina-CDK ja formados, como E-CDK2, A- 
CDK2, A-CDC2 e B-CDC2, que ja estavam ativos quando da indu^ao do dano. Uma vez 
fmdo o reparo do DNA, o bloqueio imposto pela p21‘^'P^ e aliviado. Tal estrategia e particular- 
mente importante em Gp se o genoma celular e danificado durante esse pen'odo por agentes 
mutagenicos, a p21^'P' bloqueara o avan^o alem do ponto R (por meio da inibi^ao de com¬ 
plexos E-CDK2), ate que o dano tenha sido reparado. Isso assegurara que a celula nao avance 
pela fase S, com isso copiando seqiiencias de DNA ainda alteradas mutagenicamente. Alem 
disso, a p 21 ‘-‘P' pode inibir as fun 96 es de um componente essencial do complexo de replica- 
9 ao celular chamado PCNA (antlgeno nuclear de celulas em prolifera^ao). Assim, a smtese de 
DNA ja iniciada e bloqueada ate que o reparo do DNA tenha sido completado. Retornare- 
mos aos mecanismos de controle de expressao da p2lC‘P' no proximo capi'tulo (Se 9 ao 9.9). 


Figura 8.15 Controle do avango pelo ciclo 
celular por sinais externos Sinais 
extracelulares de contrabalango influenciam 
a maquinaria do ciclo celular, em parte por 
meio da sua habilidade de controlar os 
niveis e localizagao intracelular dos 
inibidores de CDK. (A) Durante a fase G., do 
ciclo celular, o TGF-|3 induz a expressao de 
p15iNK4A e (fracamente) p21®Ph afetando 
de forma negative os complexos D-CDK4/6 
e E-CDK2, respectivamente (veja a Figura 
8.14). Contrariamente, mitogenos agindo 
por meio de Akt/PKB causam a fosforilagao 
e a localizagao citoplasmatica de ambos, 
p 2 icipi g p27'4Ph que impedem tais 
inibidores de CDK de entrar no nucleo e 
bloquear as atividades de complexos 
ciclina-CDK operando nele. (B) Expressao 
ectopica de Akt/PKB constitutivamente ativo 
{linha superior) faz com que a p21 
{vermelho, a esquerda) localize-se 
predominantemente no citoplasma. 
Compare essa localizagao com aquela do 
nucleo celular {azul, centro): a 
sobreposigao dessas duas imagens e 
tambem vista (a direita). Contrariamente, a 
expressao de um dominante negative Akt/ 
PKB {linha inferior), que interfere na fungao 
de AKT/PKB, permite a p21®Pi localizar-se 
no nucleo, onde ela pode inibir a 
progressao do ciclo celular. (C) Em celulas 
normals (primeiro painel), p27'4ipi tipo 
selvagem ectopicamente expressa (verde) 
e exclusivamente localizada no nucleo. Esta 
localizagao nao e alterada se uma p27'4'pi 
mutante que nao contem uma treonina 
normalmente fosforilada por Akt/PKB e 
expressa {segundo painef). (0 mutante 
T157Atem uma alanina em lugar desta 
treonina.) Se um mutante Akt/PKB 
constitutivamente ativo e expresso, 
entretanto, muito da p27'^'r'' tipo selvagem 
e agora vista no citoplasma (terceiro 
painel). Mas se a mutante que nao 
pode ser fosforilada por Akt/PKB e 
expressa, ela resiste as agbes da Akt/PKB 
constitutivamente ativada e permanece no 
nucleo {quarto painel). (B, de B. Zhou et al., 
Nat. Cell Biol. 3:245-252, 2001; C, de G. 
Vigiletto et al. Nat. Med. 8:1136-1144, 

2002 .) 


Enquanto o dano ao DNA e o TGF-P aumentam os m'veis de p21‘-‘P' (bloqueando o avango pelo 
ciclo celular), mitogenos agem em diregao oposta a fim de bloquear a agao deste inibidor de CDK, 
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com isso favorecendo o avan^o pelo ciclo celular. Um mecanismo pelo qual isso ocorre depende 
da rota da fofatidilinositol 3 cinase (PI3K), que e ativada direta ou indiretamente por mitogenos 
que estimulam muitos receptores do tipo tirosina cinase (Figura 8.15A). Akt/PKB, a importante 
cinase ativada downstream da PI3K ativada por mitogeno (Sejao 6.6), promove a fosforila^ao das 
moleculas de p21‘^‘P' nucleares, fazendo com que elas sejam exportadas para o citoplasma. Nesse 
compartimento, elas nao mais podem ligar-se e inibir complexos ciclina-CDK (Figura 8.15B). Da 
mesma forma, a Akt/PKB fosforila a p27’^P' (que age similarmente a p21*^'P'), impedindo-a de 
ser exportada do citoplasma para o niicleo, compartimento onde ela exerce sua fun^ao (Figura 
8.15C). Tomadas em conjunto, essas respostas ilustram como sinais extracelulares inibidores de 
crescimento (exemplificados peloTGF-P) impedem o avan^o do relogio do ciclo celular, enquanto 
sinais promotores de crescimento estimulam a celula a progredir em direfao oposta. 

Esses efeitos na localiza^ao intracelular parecem ter conseqiiencias cb'nicas. Por exemplo, em 
carcinomas de mama humanos de baixo grau (i. e., pouco avan^ados), os nfveis de Akt/PKB 
sao baixos, e a p27’^P* e entao capaz de exercer seu efeito antiproliferativo no micleo. Em 
tumores avangados, entretanto, a presen^a de Akt/PKB ativada e abundante, e a maior parte 
da p27’^P* e encontrada no citoplasma (Figura 8.16A). Esta localiza^ao intracelular correla- 
ciona-se com a progressao desses tipos de cancer para prognosticos fatais (Figura 8.16B). 

Um aspecto do comportamento de p21^‘P* e p27’^'P' gera, entretanto, um paradoxo: elas 
inibem a a^ao das ciclinas E-CDK2, A-CDC2 e B-CDC2, mas estimulam a forma^ao dos 
complexos de ciclina D-CDK4/6 (Figura 8.17A). Alem disso, uma vez que complexos terna- 
rios (de tres partes) tenham sido formados entre D-CDK4/6 e qualquer um desses inibidores 
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Figura 8.16 A supressao da fungao da p27'^''P' por Akt/PKB em 
oanoeres de mama humanos Varios canceres de mama mostram 
diferentes localizagoes intracelulares de p27'^'P'' que refletem o estado 
de ativagao de Akt/PKB; este ultimo pode ser identificado por meio de 
um anticorpo que reconhece especificamente a forma fosforilada, 
funcionalmente ativa, da enzima p27'''Pk (A) Em alguns canceres de 
mama primaries de baixo grau (p. ex., tumor A), a p27'^'P'' encontra-se 
exclusivamente no nucleo e esta claramente presente em mais de 50% 
do nucleo {coloragao marram, a esquerda, acima, > 50% nuclear); a 
fosfo-Akt/PKB ativada nao pode, entretanto, ser detectada nessas 
celulas (a direita, acima). Contrariamente, em outros tumores (p. ex., 
tumor B, painel a esquerda, abaixo), a p27*^'P' e encontrada {coloragao em 
marram amarelado) em menos de 50% do nucleo, bem como em 
quantidades significativas no citoplasma (< 50% nuclear, citoplasmica). 


onde nao pode bloquear a proliferagao celular; nesses tumores, a fosfo¬ 
Akt/PKB ativada pode ser prontamente detectada {coloragao marrom-claro, 
painel a esquerda, abaixo). (B) Este grafico de Kaplan-Meier indica que 
pacientes portadores de tumores primaries com p27'^'P' concentrada 
predominantemente no nucleo (curva verde) tern um prognostico de 
sobrevivencia a longo prazo relativamente bom, com ausencia da doenga 
por um periodo de seis anos seguindo-se ao diagnostico e tratamento. 
Contrariamente, pacientes cujos tumores apresentam a p27'^'P'' corada 
em ambos, nucleo e citoplasma {curva azul), sofrem de reincidencias 
durante esse periodo, muitas das quais levando a morte. (Essa 
correlagao com o achado clinico nao estabelece relagao causal, isto e, 
a alteragao na localizagao da p27'^'P' causa progressao clinica do 
tumor.) (a, cortesia de J. Zubovitz e J. M. Slingerland; B, de J. Liang et 
al., Nat Med 8:1153-1160, 2002.) 
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Figura 8.17 Interagoes de inibidores de 
CDK com Gomplexos ciclina-CDK (A) Os 
varios inibidores de CDK afetam complexes 
ciclina-CDK de formas distintas. Os 
inibidores de CDK das familias p21‘^'P‘' e 
p 27 Kipi^ enquanto inibem os complexos 
ciclina-CDK ativos nas fases tardias de G.,, 
S, Gj e M (apenas E-CDK2 esta mostrada 
aqui; a direita), na verdade estimulam a 
formagao dos complexos D-CDK4/6 que 
sao ativos no inicio e na metade da fase G^ 
e permitem a esses complexos, uma vez 
formados, tornarem-se cataliticamente 
ativos (a esquerda). (B) Celulas no inicio da 
fase G^ frequentemente apresentam 
concentragoes substanciais de dois 
inibidores de CDK, moleculas de p21^'Pi e 
p 27 Kipi (yerde: a esquerda). A medida que 
os complexos ciclina D-CDK4/6 {vermelho/ 
rosa) acumulam-se das fases iniciais a 
metade de G., (sendo estimulado por 
mitogenos extracelulares), eles se Ilgam e 
sequestram uma porgao imutavel de 
moleculas de p21®pi e p27'<'P^ incluindo ai 
aqueles que estao presentes soluveis (nao- 
ligados a qualquer complexo ciclina-CDK), 
bem como aqueles associados a 
complexos ciclina E-CDK2 (purpura claro e 
escuro). A ligagao por meio de complexos 
D-CDK4/6 destes dois inibidores de CDK 
nao afeta negativamente a atividade 
catalitica dos complexos D-CDK4/6 (veja o 
painel A). Entretanto, a medida que esse 
processo prossegue, os complexos D- 
CDK4/6 finalmente conseguem sequestrar 
dos complexos E-CDK2 a maior parte das 
moleculas de p21‘"'P‘' e p27'^'P‘' na fase 
tardia de G., (a direita). Isso finalmente 
libera os complexos E-CDK2 (abaixo, a 
direita), permitindo a eles desencadear a 
transigao pelo ponto R e iniciar os eventos 
de fosforilagao que conduzem as celulas 
para a fase tardia de G^ e, dai, para a fase S. 
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de CDK, o complexo ciclina-CDK ainda tern a capacidade de fosforilar sen substrato. Assim, 
o termo “inibidores de CDK” e, de fato, nao-apropriado. As duas protemas (p21 e p27’^P') 
agem na maioria dos complexos ciclina-CDK como inibidores e sobre os complexos de cicli¬ 
na D-CDK4/6 como esdmuladoras. 



Apesar de a p27’^P' funcionar de modo semelhante a p21‘^'P' de varias maneiras, ela tern um 
interessante comportamento: quando as celulas estao no estado de quiescencia Gq, a p27’^P' 
esta presente em altas concentragoes e, portanto, liga-se e suprime a atividade de poucos 
complexos ciclina E-CDK2 que encontram-se presentes na celula. Apos a exposigao a fatores 
de crescimento, os complexos ciclina D-CDK4/6 acumulam-se na celula, pois esses agentes 
mitogenos promovem aumento nos mVeis de ciclinas do tipo D. Cada vez que um novo 
complexo ciclina D-CDK4/6 se forma, ele captura e liga-se a outra molecula de p27’^Pb 
conseqtientemente, o estoque de moleculas de p27’^P* livres na celula sofre redugao devido a 
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ligagao com os complexos D-CDK4/6. Apos muitas horas, as moleculas de p27^P^ remanes- 
centes sao removidas dos complexos ciclina E-CDK2 (Figura 8.17B). Uma vez que uma 
pequena porgao dos complexos ciclina E-CDK2 sao liberados do jugo da p27^P^, eles esta- 
rao livres para desencadear a passagem da celula atraves do ponto R. 

Evidencias indicam que o estado pos-mitotico de muitos dpos de celulas diferenciadas e regulado 
por varios inibidores de CDK agindo isoladamente ou em conjunto. For exemplo, como visto 
aqui, no cerebelo em desenvolvimento de um camundongo, as camadas de celulas que se torna- 
ram pos-mitoticas tern altos mveis de p27’^Pb enquanto aquelas que ainda permanecem no ciclo 
ativo carecem deste inibidor (Figura 8.18A). Alem disso, sendo esse tecido formado precocemente 
apos o nascimento, as celulas dessa parte do cerebro sao mantidas em um estado pos-mitotico pela 
p 27 Kipi q^g £ expressa em mveis elevados e constantes durante a idade adulta (Figura 8.18B). 

Somando-se aos inibidores de CDK, outro mvel de controle de complexos ciclina-CDK e impos- 
to por modificagoes covalentes das moleculas de CDK propriamente ditas (Barra lateral 8.3). 
Enquanto a falta de regulagao das agoes dos inibidores de CDK contribui muito para o desenvol¬ 
vimento do cancer, como descrito a seguir, existem poucas evidencias indicando que esse controle 
adicional tern um papel cn'tico em etapas especi'ficas da progressao tumoral. 


8.5 Oncoprotemas virais revelam como a pRb bloqueia 
o avan^o pelo ciclo celular 

Revisamos as etapas do ciclo celular a partir de diferentes angulos, ai incluindo suas bem- 
defmidas fases Gj, S, G 2 e M, as ciclinas e CDKs que orquestram o avan^o atraves dessas 



Figura 8.18 Indugao de um estado pos-mitotico em celuias cerebeiares peia 
pZJ'^'P’' Muito do desenvolvimento cerebelar pos-natal dos mamiferos ocorre 
durante a diferenciagao e entrada das celulas em um estado pos-mitotico. (A) 
Durante o curso deste desenvolvimento no cerebelo de camundongo, celulas 
em proliferagao podem ser detectadas por meio de sua incorporagao de 
bromodeoxiuridina (BrdU), um analogo da timidina; elas sao reveladas aqui 
sete dias apos o nascimento por meio de imunofluorescencia usando um 
anticorpo que reconhece DNA contendo BrdU [verde). Os niveis da 
foram detectados mediante um anticorpo marcado fluorescentemente que a 
reconhece na mesma secgao (vermelho). Como pode ser visto, a p27'<'Pi sofre 
acumulo nas celulas que cessaram sua proliferagao. (B) A medida que a 
maturagao do cerebelo progride apos o nascimento, os niveis da p27'^'Pi 
{vermelho) aumentam progressivamente nas celulas granulosas do cerebelo 
que nao se apresentam em processo de divisao e permanecem aumentados 
no decorrer da fase adulta a fim de manter essas celulas em um estado pos- 
mitotico. (A, de T. Uziel, F. Zindy, S. Xie et al.. Genes Dev. 19:2656-2667, 2005; 
B, cortesia de A. Forget, F. Zindy e M.F. Roussel.) 
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Barra lateral 8.3 A fosforila 9 ao das mo- 
leculas de CDK tambem controla sua 
atividade Um outro ni'vel de controle 
inserido na maquinaria do relogio do 
ciclo celular pode ser identificado como 
altera^oes covalentes das moleculas de 
CDK propriamente ditas. Mais especi- 
ficamente, as CDKs devem ser fosfori- 
ladas em resi'duos de aminoacidos espe- 
ci'ficos a fim de serem ativadas (veja a 
Figura 8.7). Ao mesmo tempo, fosfori- 
la^oes de carater inibitorio em outros 
resi'duos de aminoacidos podem ser re- 
movidas. As fosforila 96 es estimuladoras 
sao mediadas por uma serina/treonina ci- 
nase chamada CAK (cinase ativadora de 
CDK), enquanto as fosforila^oes inibi- 
torias sao removidas por uma classe de 
fosfatases chamadas CDC25A, B e C, 
as quais nao serao abordadas aqui devi- 
do as escassas evidencias de que estao des- 
reguladas em celulas cancerosas. 


fases e o fato de que tal avan^o no ciclo celular pode ser rastreado desde o ini'cio quando sinais 
extracelulares induzem a celula a entrar no ciclo celular ativo e ultrapassar o ponto de restri- 
9 ao (R). Essas describees, entretanto, falham em revelar precisamente como a transibao alem 
do ponto R ocorre em m'vel molecular. 

A solubao desse “quebra-cabeba” foi proporcionada pelo isolamento do gene supressor de 
tumores Rb. Defeitos na expressao de Rb estao associados a patogenese de retinoblastomas, 
sarcomas e carcinomas pulmonares de celulas pequenas, bem como de outros tipos de tumor 
(Seboes 7.3 a 7.5). Logo apos o isolamento do gene Rb, em 1986, tornou-se aparente que este 
codifica uma fosfoprotei'na nuclear de cerca de 105 de massa. Tal protema, chamada de 
pRb ou RB, esta ausente ou presente sob uma forma defeituosa nas celulas de muitos dos 
tipos de tumores citados anteriormente. 

Experimentos iniciais com pRb revelaram que ela sofre fosforilabao concomitantemente com 
o avanbo das celulas pelo ciclo celular. Mais especificamente, pRb e essencialmente nao- 
fosforilada quando as celulas estao em Gq. Elas tornam-se pouco fosforiladas (hipofosforila- 
das) em um reduzido mimero de resi'duos de serina e treonina apos a entrada em Gj. De 
maneira importante, pRb torna-se extensivamente fosforilada (hiperfosforilada) em um nu- 
mero muito maior de resi'duos de serina e treonina quando a celula avanba alem do ponto R 
(Eigura 8.19). Uma vez que as celulas tenham passado o ponto R, pRb em geral permanece 
hiperfosforilada durante o restante do ciclo celular. Apos a mitose, os grupos fosfato da forma 
fosforilada de pRb sao removidos pela protema fosfatase tipo 1 (PPl). Esse processo final cria 
condiboes para uma nova rodada do ciclo celular e, como conseqiiencia, para um novo ciclo 
de fosforilabao de pRb. 

O fato de que a hiperfosforilabao de pRb ocorre em conjunto com a passagem pelo ponto R 
forneceu a primeira pista indicando ser esta protema a governadora do processo molecular 
que leva a transibao pelo ponto R. Outra evidencia cn'tica desse processo veio com a desco- 
berta, em 1988, de interaboes flsicas entre oncoprotemas codificadas no DNA de virus tumo- 
rais e pRb. Lembre-se que virus tumorais de DNA sao capazes de transformar celulas e o 
fazem por meio de oncoprotemas codificadas em DNA. Diferentemente de oncoprotelnas 


Figura 8.19 Fosforilagao da pRb dependente 
do ciclo celular 0 estado de fosforilagao de 
pRb {circulo vermelho) e estritamente 
coordenado com o avango pelo ciclo celular. 
A medida que as celulas passam atraves da 
transigao M/G.,, virtualmente todos os 
grupos fosfato sao retirados da pRb, 
deixando-a em um estado nao-fosfohlado. 

A medida que as celulas progridem atraves 
de G^, numeros relativamente pequenos de 
grupos fosfato sao adicionados (por 
complexos ciclina D-CDK4/6), gerando pRb 
hiperfosforilada. Entretanto, quando as 
celulas passam pelo ponto de restrigao (R), 
complexos ciclina E-CDK2 fosforilam pRb 
fortemente, tornando-a hiperfosforilada. 
Durante o resto do ciclo celular, a 
fosforilagao da pRb continua a aumentar 
ate que as celulas entrem na fase M. 
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derivadas de virus tumorais de RNA como RSV, virus tumorais de DNA valem-se de onco- 
protemas que tem pouca semelhanga com as protemas que existem naturalmente dentro de 
celulas nao-infectadas (Segoes 3.4 e 3.6). 


293 (transfor- 
madas com 
adenovirus) HeLa 


Um trabalho publicado em 1988 revelou outro importante mecanismo pelo qual uma onco- 
protema codificada em um virus de DNA pode romper o circuito de regulagao de crescimen- 
to celular; a caracterizagao bioqui'mica da oncoprotei'na produzida pelo oncogene ElA do 
adenovirus humane tipo 5 revelou que em celulas transformadas com adenovirus essa onco- 
protema encontra-se ligada a varias protemas celulares, dentre elas pRb (Figura 8.20; Barra 
lateral 8.4). Logo mais, a oncoprotei'na T codificada no virus SV40 e a oncoprotei'na E7 de 
certas cepas de papilomavi'rus humanos (HPV) que causam carcinoma cervical humane fo- 
ram tambem associadas a formagao de complexes flsicos com a pRb em celulas transforma¬ 
das com virus. 

Essas tres oncoprotei'nas associadas ao DNA viral (EAl, anti'geno “large T” e E7) nao se 
relacionam estruturalmente entre si, apesar de todas afetarem a mesma protema, isto e, a 
pRb. Isso sugere que um processo de convergencia evolucionaria levou, em pelo menos tres 
situagoes, ao desenvolvimento de oncoprotei'nas virais capazes de perturbar a pRb celular. 
Em outras palavras, uma vez que a evolugao e a selegao natural permitem a perpetuagao de 
virus que podem multiplicar-se mais eficientemente, tais descobertas sugeriram que o se- 
qiiestro ou inativagao da pRb pelas tres oncoprotei'nas citadas anteriormente e necessaria 
para uma otima replicagao viral em celulas infectadas. 
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A descoberta da formagao de complexes entre proteinas virais e protemas das celulas hospe- 
deiras teve um profundo impacto em nossa compreensao de como os virus transformam as 
celulas por eles infectadas. As especulagoes inspiradas por essas descobertas geraram algumas 
teorias: sabia-se que em uma celula normal o gene Rb agia como um supressor de tumores. 
Assim, o gene Rb, por meio de seu produto, a proteina Rb, deve inibir a proliferagao celular 
de alguma forma. Virus de DNA com potencial de gerar tumores podem sabotar a agao da 
pRb mediante sua inativagao por formagao de complexes. Nesse processo, a pRb e removida 
do circuito regulador da celula gerando o mesmo efeito decorrente da perda das duas copias 
do gene Rb cromossomico por meio de mutagoes. Isso sugeriu tambem que os virus de DNA 
capazes de induzir tumores o faziam por sua habilidade em desativar essa importante proteina 
inibidora do crescimento celular. Isso liberaria a celula infectada por virus da supressao exer- 
cida por pRb. (De fato, a proteina E7 do HPV vai alem do simples seqiiestro de pRb, uma 
vez que ela tambem marca pRb para ubiquitinagao e, assim, degradagao proteolitica; veja a 
Barra lateral 7.8). 

Uma outra pista da fungao de pRb veio da descoberta de que oncoprotei'nas de virus de 
DNA de potencial tumoral ligam-se preferencialmente as formas hiperfosforiladas de 
pRb, isto e, as formas de pRb que estao presentes na maior parte de Gj (Figura 8.19). As 
formas de pRb que encontram-se hiperfosforiladas na fase tardia de G1 e em fases 
subseqiientes do ciclo celular sao ignoradas pelas proteinas virais. Isso levou a outra 
especulagao: oncoprotei'nas tumorais virais dirigem sua atividade inativadora somente 
sobre formas de pRb que sao dignas de sua aten^ao, isto e, as formas relacionadas a 
inibigao do crescimento encontradas desde o inicio ate a metade de Gj. As oncoprotei- 
nas virais ignoram aquelas formas de pRb que ja encontram-se inativadas por outros 
mecanismos. 

Tal premissa indicou que formas da pRb hipofosforiladas e presentes no inicio e no meio da 
fase Gj sao ativamente inibidoras do crescimento, enquanto as formas hiperfosforiladas en¬ 
contradas apos o ponto R perderam seu potencial de inibigao do crescimento, tendo sido 
funcionalmente inativadas por essa fosforilagao. Isso significou que a transigao pelo ponto R, 
que e defmida como um criterio fisiologico (aquisigao de independencia de fatores de cresci¬ 
mento), e acompanhada por uma modificagao bioqui'mica de pRb que a converte de uma 
proteina de inibigao do crescimento em outra que parece ser inerte funcionalmente. Essas 
especulagoes foram mais tarde confirmadas experimentalmente. Alem disso, pesquisas revelaram 
que o controle da fosfortlagao de pRb e mais dinamico do que aquele descrito na Figura 8.19. 


Pab419 = anticorpo controle 
C36 = anticorpo anti pRb 
I\/I73 = anticorpo anti El A 

Figura 8.20 Co-precipitagao de proteinas 
celulares com adenovirus El A A 
imunoprecipitagao da oncoproteina do 
adenovirus E1A a partir de celulas 293 
transformadas com adenovirus usando o 
anticorpo monoclonal I\/I73 anti-El A 
revelaram um substancial grupo de 
proteinas celulares que co-precipitaram 
com E1A, incluindo pRb (chamada aqui de 
pi 05) (terceira cana/efa); 
subsequentemente outras proteinas da 
celula hospedeira que co-precipitaram 
foram identificadas, incluindo as duas 
proteinas primas de pRb, pi 07 e pi30 
{terceira cana/efa, sefas). 0 anticorpo 
monoclonal M73 anti-EIA falhou em 
imunoprecipitar tanto El A como as 
proteinas das celulas hospedeiras de 
celulas HeLa, que nao estao transformadas 
pelo adenovirus {tres canaletas a direita). 
Um anticorpo controle (Pab419) falhou em 
imunoprecipitar qualquer uma dessas 
proteinas de qualquer tipo de celula; um 
anticorpo anti pRb (C36) imunoprecipitou 
pi 05 (= pRb) de ambas as linhagens de 
celulas, 293 e HeLa. Bandas escuras e 
Claras no autoradiograma sao 
representadas aqui por diferentes matizes 
de vermelho. (Adaptada de R Whyte et al.. 
Nature 334; 124-129, 1988.) 
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Barra lateral 8.4 As oncoprotei'nas virais ElA e “large T” buscam 
muitos alvos celulares Como mostrado na Figura 8.20, um anticorpo 
monoclonal pode imunoprecipitar nao apenas ElA, mas tambem um 
grande mimero de protei'nas celulares que estao fisicamente associadas 
a ElA em celulas transformadas com adenovirus. A primeira destas a 
ser identificada foi a pRb, mas logo duas outras protei'nas relacionadas 
a pRb, chamadas pl07 e pi30, foram identificadas; a pRb e suas duas 
“primas” sao frequentemente designadas “protemas tipo pocket” (Figu¬ 
ra 8.21A), pelas razoes discutidas a seguir. Mais tarde, uma protei'na 
celular de maior peso molecular, chamada p300, foi tambem identifi¬ 
cada como sendo um alvo de liga^ao da ElA. Varios outros alvos celu¬ 
lares de liga^ao de ElA ainda precisam ser identificados. 

Dessas tres protei'nas tipo pocket, a p 130 parece ser especificamente 
importante na imposi^ao de quiescencia em certos tipos de celulas e 
esta assim envolvida no controle da emergencia das celulas da fase Gq 


para Gj do ciclo celular (Figura 8.21B). A expressao da pl07, entretan- 
to, e bastante induzida a medida que as celulas passam pelo ponto R. 
Essas duas primas de pRb (pi07 e pi30) tern fun^oes secundarias no 
desenvolvimento do cancer, pois versoes mutantes delas raramente sao 
encontradas em tumores humanos, de forma contraria as freqiiente- 
mente observadas muta^oes em copias do gene Rb. Um trabalho poste¬ 
rior mostraria que a liga 9 ao de varias protemas do hospedeiro por ElA 
leva a sua altera^ao funcional, incluindo sua inativa^ao. Assim, essa 
liga^ao de ElA miiltiplas proteinas celulares indica que o adenovirus, 
pela introdu^ao de uma unica proteina viral, pode agir para romper ou 
desregular circuitos de controle celular miiltiplos concomitantemente. 
Oncoprotei'nas virais, como a ElA do adenovirus ou o papilomavirus 
humano E7, sao capazes de ligar-se a todas as tr& proteina tipo pocket 
pela associa^ao com um sulco raso que esta presente em todas as tres 
proteinas e e muito conservado evolucionariamente (Figura 8.21C). 
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Figura 8.21 Proteinas tipo pocket (A) A pRb e uma de tres proteinas relacionadas 
estruturalmente que, em conjunto, sao chamadas "proteinas tipopoctef”. Todas as tres 
ligam-se a oncoproteinas virais, como a ElA do adenovirus (Figura 8.20), a proteina 
"large T" de SV40 e a E7 do papilomavirus. Todas essas proteinas sao fosforiladas por 
complexos ciclina D-CDK4/6, e diferentes proteinas tipo pocket ligam-se a diferentes 
subgrupos de fatores de transcrigao E2F, como discutido mais tarde. (B) As diferentes 
proteinas do tipo pocket sao expresses em tempos distintos a medida que as celulas 
emergem da quiescencia. A pi 30 esta envolvida na imposigao da quiescencia 
caracterlstica de Gq, a pRb esta ativamente envolvida no controle do avango atraves da 
maior parte de G., e pi07 esta envolvida no controle do avango atraves da fase tardia de 
Gi e S. (C) 0 sulco raso no qual oncoproteinas virais ligam-se (usando uma sequencia de 
aminoacidos LxCxE encontrada por todas essas oncoproteinas, em que “x" e variavel) e 
estruturalmente muito conservado dentre as proteinas pRb de cinco especies de 
mamiferos, bem como a pi 07 e a pi 30 humanas, o que explica a habilidade das 
oncoproteinas virais de ligar-se a todas essas tres proteinas celulares. Esse sulco e 
apresentado aqui como um modelo de espago preenchido. 0 grau de conservagao da 
sequencia e indicado por diferentes tons de verde, com os residuos mais conservados 
sendo apresentados em verde escuro. A estrutura polipeptidica do dominio de ligagao da 
pRb do papilomavirus humano E7 e mostrada aqui em amarelo. (B, de M. Classon e N. 
Dyson, Exp. Cell. Res. 264:135-147, 2001; C, de J.O. Lee et al. Nature 392:859-865, 1998.) 
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Assim, se a cdula e submetida a estresse fisiologico nas fases S ou Gj, a fosforilagao de pRb 
pode ser revertida por fosfatases ainda desconhecidas e, com isso, retornar ao seu estado de 
inibigao de crescimento ativo. Como geradores de estresse fisiologico temos a hipoxia, o 
dano ao DNA e o rompimento do fuso mitotico. A reativagao da inibigao do crescimento 
mediada por pRb e presumivelmente somente transitoria e sera revertida apos a parada da 
fonte de estresse e/ou resolugao do dano. 





















A FUNgAO DA pRb E CONTROLADA PELA FOSFORILAgAO / 277 


8.6 A pRb e disponibilizada pelo relogio do ciclo celular para 
servir como uma guardia do portao do ponto de restri^ao 

Varias linhas de evidencia convergem para o fato de que a pRb, a protema inibidora do 
crescimento desde o inicio ate a metade da fase Gj, torna-se inativada por extensiva fosfori- 
lagao quando a cdula ultrapassa o ponto R e, dai em diante, e completamente inativada 
como supressor do crescimento celular. Com efeito, a pRb serve como uma guardia desse 
portao, mantendo-o fechado ate que ele se tome hiperfosforilado. Tendo isso ocorrido, a pRb 
perde sua propriedade de inibigao do crescimento, abre o portao e permite que a celula entre 
na fase tardia de Gj e, daf em diante, nas demais etapas do ciclo celular. 

Uma vez que a pRb e o arbitro que julgara entre crescimento e nao-crescimento, sua fosfori- 
lagao deve ser cuidadosamente controlada. Nao por acaso, sua fosforilagao e controlada por 
componentes do relogio do ciclo celular. Na fase inicial e metade de Gj, ciclinas do tipo D 
juntamente de suas parceiras cinases CDK4/6 sao responsaveis pelo inicio da fosforilagao de 
pRb, levando a sua hiperfosforilagao. Como os niveis de ciclinas do tipo D parecem ser em 
grande parte controlados por sinais extracelulares, como fatores de crescimento mitogenicos, 
podemos agora esbogar uma linha direta de sinalizagao: fatores de crescimento induzem a 
expressao de ciclinas tipo D que, em colaboragao com suas respectivas CDK4/6, iniciam a 
fosforilagao de pRb (Figura 8.22). 


No curso de um ciclo celular normal, essa hipofosforilagao de pRb parece ser necessaria, mas nao 
suficiente, para a subseqiiente inativagao funcional da pRb no ponto R que requer a sua hiperfos- 
forilagao. De fato, os niveis da ciclina E aumentam dramaticamente no ponto R. A ciclina E entao 
associa-se com sua parceira CDK2, e esse complexo leva a fosforilagao de pRb ate o fim, derxando 
pRb no seu estado hiperfosforilado funcionalmente inativo (veja a Figura 8.22). Parece que as 
moleculas de pRb que nao sofreram hipofosforilagao previa por complexos ciclina D-CDK4/6 
nao constituem bons substrates para a conclusao da fosforilagao pelos complexos ciclina E-CDK2. 
A fosforilagao e inativagao funcional das primas de pRb, pl07 e pi30, estao igualmente sob o 
controle dos complexos ciclina D-CDK4/6 e, possivelmente, ciclina E-CDK2. 

Se mitogenos sao retirados do ciclo celular em qualquer ponto durante Gj antes do ponto R, 
entao os niveis da mais proeminente das ciclinas de tipo D - ciclina D1 — rapidamente 
declinam. Na ausencia da ciclina Dl, a pRb perde seus grupos fosfato pela agao de uma 
fosfatase ainda desconhecida e podera converter-se em uma proteina que nao mais constitui- 
se em um bom substrate para os complexos ciclina E-CDK2. Esse tipo de resposta chama a 
atengao para a necessidade de sinais mitogenicos continuos e de grande magnitude desde a 
fase inicial ate a metade de Gj e dai ao ponto R. 


Figura 8.22 Controle da transigao pelo 
ponto de restrigao por mitogenos Os niveis 
das ciclinas tipo D sao amplamente 
controlados por sinais extracelulares. As 
ciclinas tipo D, agindo com suas parceiras 
CDK4 e CDK6, sao capazes de levar a 
hipofosforilagao de pRb - um pre-requisito 
para a transigao pelo ponto R - o que faz 
com que essa transigao se tome sensivel a 
sinais extracelulares (veja tambem a Figura 
8.15). Esses processes sao estendidos 
pelas agoes dos complexos ciclina-E-CDK2 
sobre a pRb hipofosforilada, que precede a 
fim de completar o trabalho de inativagao 
da pRb por meio de sua hiperfosforilagao, 
que resulta em complete inativagao 
funcional. 
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Uma vez que a celula avan^a atrav& do ponto R, a hiperfosforila^ao continuada e a inativa- 
9 ao funcional da pRb sao aparentemente sustentadas e aumentadas pelas ciclinas E, A e entao 
pela ciclina B contendo complexos CDK, nenhuma delas respondendo, nessas condifoes, a 
sinais extracelulares - precisamente as propriedades da maquinaria do relogio do ciclo celular 
que, imagina-se, opera apos a transi^ao do ponto R e garante a execu^ao das rigidamente 
programadas series de transi^oes em S, Gj e M. 

Esse esquema revela por que a pRb e tao cn'tica na regula^ao da prolifera^ao celular. Se a 
celula nao puder contar com sua atividade (por meio de muta^oes nas copias cromossomais 
do gene Rb, metila^ao do promotor do gene Rb ou a^oes de oncoprotemas tumorais de virus 
de DNA), entao a pRb nao mais servira como a guardia do portao do ponto R. Alem disso, 
como sera visto, em alguns tipos de cancer, a fosforila 9 ao de pRb esta desregulada, resultando 
na fosforila^ao inapropriada e, assim, na pRb funcionalmente inativada. Em outras celulas 
cancerosas, existem evidencias sugerindo que a desfosforila^ao (e conseqiiente ativa^ao) da 
pRb, que normalmente ocorre na transi 9 ao de M para Gj por meio da a^ao da fosfatase PPl, 
nunca ocorre, deixando pRb no seu estado inativo hiperfosforilado durante todo o ciclo de 
crescimento e divisao dessas celulas. Sem a pRb ativa as celulas passam pela fase Gj ate S sem 
contar com os controles usuais desenhados para assegurar que o avan^o pelo ciclo celular ocorrera 
somente se certas pre-condifoes forem satisfeitas. De fato, como sera visto, a falta de regulagao na 
fosforila^ao da pRb e tao difundida que leva a crer que o comprometimento dessa importante rota 
de sinaliza 9 ao esta envolvido em virtualmente todos os tipos de tumores humanos. 

As atividades da pRb parecem se confundir com aquelas de suas protemas-primas, pl07 e 
pi30, o que nos leva a perguntar por que a pRb e a linica dessas tres a ter um claro e obvio 
papel na patogenese do cancer. Uma resposta defmitiva para esse enigma ainda nao existe. 
Talvez a resposta venha dos mementos especi'ficos durante o ciclo celular quando essas duas 
protei'nas relacionadas a pRb estao ativas (veja a Barra lateral 8.4 e a Figura 8.21B). Ao passo 
que a pl30 e especializada em suprimir a prolifera 9 ao celular enquanto a celula permanece 
em Gq, a pl07 parece ser mais ativa na fase tardia de Gj e a fase S. Somente a pRb esta bem- 
situada no controle da transi^ao atraves do ponto R de crescimento dependente de sinais 
mitoticos para crescimento nao-dependente de sinais mitoticos. 

8.7 Fato res de transcri^ao E2F permitem a pRb decidir entre 
crescer e permanecer quiescente 

Como descrito anteriormente, um grande numero de linhas de evidencia indicam que a 
hipofosforila^ao da pRB suprime o avan^o por Gj e que pRb perde essa habilidade quando se 
torna hiperfosforilada. Alem disso, esse comportamento nao fornece qualquer evidencia de 
como a pRB impoe tal controle. Pesquisas conduzidas no im'cio da decada de 1990 indica- 
ram que a pRB exerce muito desse controle por meio de sens efeitos em um grupo de fatores 
de transcri^ao chamados E2Fs. 

Quando a pRB (e suas duas primas, pl07 e pi30) estao no seu estado nao-fosforilado ou 
hipofosforilado, elas se ligam as E2Fs, incluindo as E2Fs que estao ligadas ao DNA; entretan- 
to, quando hiperfosforiladas, a pRB e suas primas (as tres protei'nas tipo pocket, veja a Figura 
8.21) dissociam-se das E2Fs (Figura 8.23A). Esse modelo sugere um modelo simples de 
como a pRB e capaz de controlar o avan^o pelo ciclo celular. No im'cio e metade da fase Gj, 
as E2Fs estao associadas aos promotores de varios genes sob seu controle. Ao mesmo tempo, 
esses fatores de transcri^ao estao ligados a protei'nas tipo pocket. Essa associa^ao com as pro¬ 
tei'nas tipo pocket evita que as E2Fs ajam como estimuladores da transcri^ao. Da mesma 
forma, durante a maior parte da fase Gj do ciclo celular, genes que dependem das E2Fs para 
sua expressao permanecem reprimidos. Entretanto, quando as protei'nas tipo pocket sofrem 
hiperfosforila^ao no ponto R ou na fase tardia de Gj, elas liberam seu conteiido nas E2Fs, 
permitindo-lhes estimular a transcriQo dos genes sob seu controle. Os produtos desses ge¬ 
nes, por sua vez, conduzem a celula da fase tardia de Gj para a fase S. Similarmente, quando 
oncoprotemas virais estao presentes, elas mimetizam a hiperfosforila^ao da pRB, impedindo-a 
de ligar-se as E2Fs (Figura 8.23B). 
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Figura 8.23 E2Fs e suas interagoes (A) Ao ligarem-se a varies fatores 
de transcrigao E2F, as tres proteinas tipo pocket, pRb, pi 07 e pi 30, 
modulam a expressao dos genes respondentes a E2F em varias fases 
do cicio celular. Quando a pRb liga-se a E2Fs 1, 2 e 3 (a esquerda), ela 
bloqueia seu dominio de ativagao da transcrigao: outras proteinas que 
servem para modificar a cromatina e reprimir a transcrigao (nao- 
mostrado) sao atraidas para os complexos pRb-E2F. Uma vez que eles 
estao ligados aos promotores de certos genes atraves das E2Fs, esses 
compiexos multiproteicos reprimem a expressao desses genes. (0 
comportamento da pi 07 e da pi 30, nao-mostrado, e semelhante 
aquele da pRb.) Apos sua hiperfosforilagao no ponto R, as proteinas do 
tipo pocket liberam as E2Fs de seu jugo, permitindo-lhes ativar a 
transcrigao desses genes. A medida que as celulas adentram a fase S 
(a direita), as E2Fs sao inativadas e/ou degradadas. Assim, as E2Fs 
podem funcionar como indutores ativos da transcrigao somente na 
curta janela de tempo da fase tardia de G., que comega no ponto R e 
termina logo apos as celuias entrarem na fase S. (B) A iigagao de E2Fs 
tal como a E2F2 {bastao amarelo) pela pRb {vermelho e azul) e evifada 
por varias oncoproteinas virais. Aqui podemos ver como urn segmento 
da oncoproteina E7 do papilomavirus humane [bastao verde, a 
esquerda) liga-se ao sulco raso da pRb (dominio vermelho, a esquerda-. 


tambem mostrado na Figura 8.21); essa Iigagao, junfamente a outros 
sitios de Iigagao secundarios (ainda nao-mapeados), perfurba o 
“bolso" formado pelas caixas B (vermelho) e A (azut) da pRb, assim 
evitando a Iigagao do dominio ativador de transcrigao do E2F2 
localizado no C-terminal (amarelo) a esse bolso. Essa perda da Iigagao 
de E2F efetivamente neutraliza a habilidade de pRb de inibir o avango 
pelo cicio celular. Flelices a sao mostradas aqui como cilindros. (C) Os 
fatores de transcrigao E2F ligam-se ao DNA como complexos 
heterodimericos com companheiras de DR Aqui, a Iigagao de urn 
complexo E2F4-DP2 a dupla helice do DNA (figura em bastao, verde- 
escuro e vermelho) e revelada por cristalografia de raios X. 0 fator de 
transcrigao E2F4 e visto a esquerda (azul-claro, verde), enquanto a DP2 
esta a direita (azul-escuro, rosa), ambos apresentados como diagramas 
em fita. (D) As E2Fs constituem uma familia de pelo menos sete 
proteinas distintas. E2Fs 1, 2 e 3a representam as E2Fs ativadoras de 
transcrigao, enquanto a E2F3b (oriunda do splicing alternative do pre- 
mRNA da E2F3a), a E2F4 e a E2F5 estao envolvidas na repressao da 
transcrigao. As fungoes das E2Fs 6 e 7 sao pouco conhecidas. (B, 
cortesia de Y Cho, de C. Lee et al. Genes Dev. 16:3199-3212, 2002; C, 
cortesia de R. Latek, de N. Zheng et al. Genes Dev. 13:666-674, 1999; 

D, cortesia de A. Aslanian, RJ. laquinta, e J.A. Lees.) 
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Apesar de o delineamento apresentado anteriormente estar correto em sua estrutura, os deta- 
Ihes sao mais interessantes e complexes. O termo “E2F” e atualmente conhecido como mem- 
bro de uma classe de protemas heterodimericas composta pelas subunidades E2F1, 2, 3, 4, 5 
e 6, todas elas capazes de ligar-se a subunidade DPI ou DP2 (Figura 8.23C e D); as fun^oes 
de um outro membro desta famflia - E2F7 — nao sao bem-conhecidas. (Nas discussoes que se 
seguem, descreveremos o comportamento das varias subunidades de E2F, com associa^ao as 
subunidades DPI ou DP2 sendo assumida.) Uma vez montados, os complexes E2F-DP 
reconhecem e ligam-se a uma seqiiencia consenso nos promotores de varies genes, seqiiencia 
essa que parece ser TTTCCCGC ou pequenas variances dela. 

Neste livro, retratamos fatores de transcri^ao como protemas que se ligam aos promotores de 
genes e entao ativam a transcri^ao. De fato, fatores de transcri^ao operando como os E2Fs 
podem exercer dois efeitos contraries no controle da transcri^ao. Quando ligados aos promo¬ 
tores de genes na ausencia de quaisquer protemas tipo pocket associadas (i. e., pRB, pl07 ou 
pi30), E2Fs como as E2Fs 1, 2 e 3 podem de fato acionar a expressao genica pelo recruta- 
mento de outras protei'nas que agem na remodela^ao da cromatina e acionam a RNA polime- 
rase para iniciar a transcri^ao. 


Figura 8.24 Modificagao da cromatina por 
proteinas tipo pocket (A) A pRb 
hipofosforiiada desencoraja a transcrigao 
por meio da atragao da enzima histona 
deacetilase (FtDAC) (cinza) para os 
compiexos pRb-E2F que estao ligados a 
promotores genicos; essas enzimas 
impedem a transcrigao pela remogao dos 
grupos acetil das histonas circunjacentes, 
fazendo com que estas uitimas mudem sua 
configuragao para outra incompativei com 
a progressao da RNA polimerase pela 
cromatina. (B) Contrariamente, quando as 
E2Fs nao se encontram complexadas com 
a pRb (ou suas proteinas-primas pi 07 e 
pi 30), elas atraem histonas acetilases 
(vermelho), que posicionam a cromatina em 
uma configuragao que e favoravel a 
transcrigao. 
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Entretanto, quando a pRB esta hipofosforiiada, ela associa-se fisicamente a sua E2F corres- 
pondente. Nesse momento, ambas ja estao em contato com os promotores de varies genes e 
ai' permanecem apos a ligagao a pRB. Uma vez ligadas a essas E2Fs, as moleculas da pRB 
hipofosforiladas bloqueiam o dominio de transativagdo das E2Fs que e por elas utilizado para 
ativar a transcrigao (Figura 8.23D). Ao mesmo tempo, a pRB recruta ativamente outras 
protei'nas que reprimem a transcrigao. Uma importante maneira de faze-lo, mas nao a linica, 
e recrutar a histona deacetilase (HDAC) para esse complexo; pela remogao de grupos acetil 
das moleculas de histona das proximidades, uma HDAC remodela a cromatina de tal forma 
que sua configuragao e incompativei com a transcrigao ativa (Figura 8.24A). 

Isso significa que, em adigao ao bloqueio fisico dos domi'nios de transativagao das E2Fs, a 
pRB ativamente funciona como um repressor da transcrigao. As E2Fs 4 e 5 parecem estar 
primariamente envolvidas na repressao de genes que agem por meio da associagao as protei'nas 
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pi07 e pi30 para atrair repressores de transcri^ao aos promotores, com isso bloqueando a 
expressao genica. A E2F6, que nao se associa a protei'nas tipo pocket., parece agir exclusiva- 
mente como repressora da transcri^ao. 

Em celulas quiescentes da fase Gq, por exemplo, a E2F4 e a E2F5 estao presentes em 
abundancia (e encontram-se associadas a pi30), enquanto E2Fs 1, 2 e 3 estao pratica- 
mente ausentes, sendo fundamentalmente expressadas nas celulas em prolifera^ao. Alem 
disso, celulas que foram geneticamente desprovidas de E2F4 e E2F5 perderam sua capa- 
cidade de resposta aos efeitos inibidores do crescimento do inibidor de CDK pi 
Isso significa que os efeitos que resultam da inibi^ao do complexo ciclina D-CDK4/6 e 
o bloqueio da fosforila^ao das protei'nas do tipo pocket sao mediados pela liga^ao de 
pi07 e pi30 a essas duas E2Fs. Essa liga^ao resulta na repressao de uma serie de genes 
que tern seqiiencias TTTCCCGC nos sens promotores. 

Uma vez hiperfosforilada, a pRb libera seu conteudo nos complexos E2F, e estes, por sua vez, 
podem atrair protei'nas ativadoras da transcri^ao, como acetilases de histona, que modificam 
as histonas e conferem a elas uma configura 9 ao que favorece a transcri^ao (Figura 8.24B). 
Uma serie de genes que sao expressos especificamente na fase tardia de Gj e que sao sabida ou 
assumidamente importantes para a entrada na fase S contem si'tios de liga^ao para as E2Fs em 
seus promotores. Dentre esses, estao alguns genes que codificam protei'nas envolvidas na 
smtese de nucleoti'deos precursores de DNA (como a diidrofolato sintetase e a timidina cina- 
se), bem como outros genes envolvidos diretamente na replica^ao do DNA. 

Importante dentre os genes ativados por E2F, esta o gene que codifica para ciclina E. Conse- 
qiientemente, os m'veis tanto de mRNA de ciclina E como da protei'na ciclina E aumentam 
rapidamente apos a passagem pelo ponto R. Lembre-se que a ciclina E e responsavel, junta- 
mente com a CDK2, por levar a hiperfosforilafao de pRb. Assim, a inativa^ao da pRB leva a 
um aumento nos niveis da ciclina E, e esta, uma vez formada, leva a inativa^ao de pRb 
(Figura 8.25A). Essas relafoes permitem as opera^oes de uma poderosa al^a de retroalimen- 
ta^ao positiva que e acionada a medida que as celulas ultrapassam o ponto R. (Essa regula^ao 
tambem pode ser chamada de “al^a de alimenta^ao 

Uma segunda al^a de retroalimenta^ao positiva e acionada simultaneamente no ponto R por 
meio do seguinte mecanismo: Complexos de ciclina E-CDK2 fosforilam a p27’^P', e esta, 
uma vez fosforilada, e ubiquitinada e rapidamente degradada (Figura 8.25B). A destrui 9 ao 
das moleculas de p27’^P' que normalmente inibem a ciclina E-CDK2 libera complexos de 
ciclina E-CDK2 adicionais que promovem a fosforila 9 ao e, conseqiientemente, inativam 
mais moleculas de p27’^Pf Esses mecanismos de retroalimenta 9 ao positiva operam em mui- 
tos circuitos de controle para garantir a rapida execu 9 ao de uma decisao uma vez que ela 
tenha sido tomada. Importante tambem, eles asseguram que a decisao tomada sera essencial- 
mente irreversi'vel - uma situa 9 ao que corresponde precisamente ao comportamento de celu¬ 
las avan 9 ando pelo ponto R. 

O pen'odo de promo 9 ao de transcri 9 ao ativa pelas E2Fs 1, 2 e 3 parece ser de curta dura 9 ao 
(veja a Figura 8.23A). Essa janela de tempo come 9 a no ponto R quando a pRb torna-se 
hiperfosforilada e libera as E2Fs. As tres E2Fs liberadas entao induzem a expressao de genes 
cn'ticos da fase tardia de Gj. Os produtos desses genes sao necessarios para preparar a celula 
para sua entrada na fase S, como descrito anteriormente. Logo apos, a medida que a celula 
ultrapassa o ponto de transi 9 ao de Gj/S para a fase S, a ciclina A torna-se ativada e, agindo 
em conjunto com a sua parceira CDK2, fosforila ambas, a E2F e as subunidades de DP 
desses fatores de transcri 9 ao heterodimericos. Isso resulta na dissocia 9 ao dos complexos E2F- 
DP e na conseqiientemente perda da sua habilidade de ativar a transcri 9 ao. Ao mesmo tempo, 
E2F1 (e possivelmente outras E2Fs) e marcada para sofrer degrada 9 ao por meio da ubiquiti- 
na 9 ao, e a E2F7, que parece agir antagonizando a ativa 9 ao genica mediada por E2F, e expres- 
sa e parece bloquear qualquer expressao genica residual dependente da E2F que ainda persis- 
ta apos a entrada na fase S. Em conjunto, essas mudan 9 as efetivamente bloqueiam a ativa 9 ao 
transcricional mediada pelos fatores E2F, cujo rapido momento de gloria como fatores de 
transcri 9 ao ativos ocorrera novamente somente no final da fase Gj do proximo ciclo celular. 
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Figura 8.25 Algas de retroalimentagao 
positiva e a irreversibilidade do avango do 
ciclo celular A irreversibilidade de certas 
etapas-chave da progressao do ciclo 
celular e a rapidez de sua execugao sao 
asseguradas, em parte, pela ativagao de 
certas algas de retroalimentagao positiva. 
(A) A hiperfosforilagao de pRb promovida 
por complexos E-CDK2 libera os fatores de 
transcrigao E2F do controle da pRb, 
permitindo as E2Fs desencadear 
aumentada transcrigao dos genes da 
ciclina E; isso leva a sintese de mais 
proteina da ciclina E e a formagao de mais 
complexos E-CDK2, que funcionam para 
induzir mais fosforilagao da pRb. (B) A 
ativagao de urn numero pequeno de 
complexos E-CDK2 permite a estes fosforilar 
a p27'^'P', marcando-a para ubiquitinagao. 
Essa e entao degradada, liberando 
mais complexos E-CDK2 da inibigao pela 
p 27 Kipi, permitindo atal processo repetir-se e 
amplificar seus efeitos. 



Tem sido reportado que a pRb liga-se a varios fatores de transcrigao e estes podem, em prin- 
ci'pio, ser controlados pela pRb e seu estado de fosforilagao. Na grande maioria dos casos, 
entretanto, uma analise funcional detalhada da suas interagoes com a pRb nao foram condu- 
zidas. Existem fortes razoes para se acreditar que, dentre todos esses fatores de transcrigao 
relacionados a pRb, as E2Fs sao de importancia fundamental no controle do avango pelo 
ciclo celular: quando a protema E2F1 e microinjetada em certos tipos de celulas quiescentes 
mantidas em meios de cultura sem soro, e que por conseguinte encontram-se em Gq, esse 
fator de transcrigao e capaz de induzir por si so essas celulas a entrar em Gj e avangar em 
diregao a fase S; o mesmo observa-se com a E2F2 e a E2F3. 


8.8 Varias rotas de sinaliza^ao mitogenicas controlam 
o estado de fosforilagao de pRb 

No decorrer deste capi'tulo, foi enfatizado que varias rotas de sinalizagao distintas convergem 
no relogio do ciclo celular, modulando sua fungao. Atuando como uma central de comando, 
a maquinaria do ciclo celular coleta e processa esses sinais aferentes e entao, agindo por meio 
dos complexos ciclinas-CDK, emite os sinais que estimulam o avango pelo ciclo celular (veja 
a Figura 8.1). E importante voltar e resumir as varias maneiras pelas quais esses sinais regu- 
1am componentes distintos do relogio do ciclo celular. Fundamentals dentre os sinais emer- 
gentes nesse sistema de regulagao nuclear, sao as rotas de sinalizagao mitogenicas. Como 
existe um grande numero de sinais sendo gerados por essas rotas em celulas tumorais, as 
conexoes entre tais rotas e o relogio do ciclo celular sao cn'ticas na compreensao da transfor- 
magao de celulas e patogenese tumoral. 


Sinais mitogenicos transmitidos atraves de Ras resultam na hipo e, eventualmente, hi¬ 
perfosforilagao de pRb. Essa fosforilagao e iniciada pela indugao da expressao de genes 
que codificam ciclinas do tipo D, mais notavelmente a ciclina Dl. Quando a sinalizagao 
mediada pela Ras e bloqueada (pela introdugao de uma protema Ras mutante dominan- 
te negativa), a proliferagao celular e bloqueada em celulas selvagens expostas ao soro. 
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enquanto celulas mutantes Rb'^' que nao tern a fun^ao de Ras progridem para a fase S 
normalmente. Isso demonstra que a principal fun^ao da Ras durante a fase Gj e assegu- 
rar que os sinais mitogenicos gerados por receptores para fatores de crescimento ativados 
por ligantes causem fosforila^ao e inativa^ao de pRb. Alem disso, o bloqueio da progres- 
sao para a fase S imposto pela protema Ras dominante negativa pode ser evitado pela 
expressao ectopica dos genes da ciclina E ou do E2F1 nas celulas. Em conjunto, isso 
sugere uma cadeia linear de comando como segue: 

fatores de crescimento receptores para fatores de crescimento Ras 
cilinas D1 e El^ inativa 9 ao de pRb ativa^ao das E2Fs entrada na fase S 

A habilidade dos fatores de crescimento mitogenicos em aumentar os mVeis de ciclinas 
tipo D depende de varias rotas de sinaliza^ao distintas (Figura 8.26; veja tambem a Se- 
fao 8.3 e a Tabela 8.1). Destes, o sinal mais estudado flui atraves das vias Ras Raf 
MAPK (Se^ao 6.5). Por exemplo, membros da fami'lia de fatores de transcri^ao Fos, que 
encontram-se na base dessa cascata de sinaliza 9 ao (Tabela 6.1), criam os fatores de trans- 
cri^ao beterodimericos AP-1 formando complexos com protemas Jun; esses complexes 
AP-1 sao conhecidos por serem poderosos ativadores da transcri^ao do gene da ciclina 
Dl. Alem disso, uma serie de protemas citoplasmaticas transdutoras de sinal gerado age 
sobre o promotor da ciclina Dl de forma ainda pouco compreendida (veja aTabela 8.1). 
Como mencionado anteriormente (Se^ao 8.3), os promotores das ciclinas D2 e D3 tern 
seu proprio leque de reguladores localizados upstream que respondem a certos sinais 
extracelulares. Muitas das rotas de sinaliza^ao que levam a ativa^ao desses dois promoto- 
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Figura 8.26 Controles de contrabalango 
dos niveis da ciclina Dl Varias rotas de 
sinalizagao de transdugao de sinais 
mitogenicos modulam os niveis da ciclina 
Dl. Por exemplo, a rota de sinalizagao da 
Ras influencia os niveis da ciclina Dl de 
tres diferentes maneiras. Primeiro, o fator 
de transcrigao AP-1 age sobre o promotor 
da ciclina Dl, levando a urn aumento nos 
niveis de mRNA da ciclina Dl; AP-1 e 
composta por heterodimeros Fos-Jun, os 
quais estao aumentados e/ou 
funcionalmente ativados por mitbgenos (no 
centra, acima\ veja tambem a Figura 8.11). 
Segundo, por meio da ativagao da PI3 
cinase e, assim, da Akt/PKB, Ras e capaz 
de inibir as agoes da GSK-3p. Isso, por sua 
vez, livra a p-catenina (p-cat) da 
fosforilagao, ubiquitinagao e degradagao, 
permitindo a ela combinar-se com o fator 
de transcrigao Tcf para induzir a transcrigao 
da ciclina D1. Terceiro, operando em 
diregao oposta esta a Erk, que se encontra 
no final da cascafa 

Ras^Raf->l\/IEK->cinase Erk (Segao 6.5). A 
ciclina Dl e fosforilada por Erk (a esquerda) 
e, com isso, marcada para ubiquitinagao e 
degradagao em proteassomos. Uma quarta 
conexao foi tambem relatada, que envolve 
a fosforilagao da ciclina Dl pela GSK-sp, 
que tambem resulta em sua ubiquitinagao e 
degradagao (linha pontilhada): mais uma 
vez, a agao de Ras favorece o acumulo da 
ciclina Dl. (Em geral, a forga da rota da 
Ras para aumentar os niveis da ciclina Dl 
parece exceder seus efeitos de degradagao 
da ciclina Dl.) 
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res de genes sao tambem negativamente regulados em celulas cancerosas humanas, le- 
vando, com isso, a excessiva expressao de uma ou mais dessas ciclinas do tipo D, fosfori- 
la^ao inapropriada e inativa^ao de pRb e descontrole da prolifera 9 ao. 

A ativa^ao da rota de sinaliza^ao Ras tambem leva, por meio do fosfatidilinositol-3 cina- 
se {PI3K), a ativa^ao da cinase Akt/PKB. Esta ultima fosforila e inativa a glicogenio 
sintase cinase-3P (GSK-3P, Se 9 ao 6.10, veja a Figura 8.26). Tal evento tern varios bene- 
ficios para a promo^ao do crescimento. Em geral, a GSK-3P age sobre moleculas de 
catenina-P destruindo-as por meio de sua fosforila^ao. Essa fosforila 9 ao resulta na ubi- 
quitina^ao das moleculas de catenina-P e sua posterior destrui 9 ao por proteassomas. 
Entretanto, quando GSK-3P e inativada pela fosforila^ao de Akt/PKB, as cateninas-P 
podem softer aciimulo e migrar para o nucleo, onde formam complexos de transcri^ao 
comTcf/Lef que estimulam a transcri^ao da ciclina Dl. Possivelmente, fatores de cresci¬ 
mento Wnt (Se 9 ao 6.10) tenham um efeito similar sobre o ciclo celular gramas a sua 
capacidade de suprimir a atividade de GSK-3P. 

Outros fatores mitogenicos tornam esse processo ainda mais complexo pela gera^ao de sinais 
mitogenicos que afetam componentes especi'ficos do ciclo celular. Por exemplo, por razoes 
ainda pouco conhecidas, a exposi 9 ao continuada a fatores de crescimento do soro causa de- 
grada 9 ao do inibidor de GDK p27’^P*, resultando no decli'nio progressivo dos m'veis dessa 
protei'na a medida que a celula avan 9 a pela fase Gj do ciclo celular. (Esse processo de perda de 
moleculas de p27’*^P' pela celula parece cooperar com o seqiiestro de p27’^P' mediada por 
complexos da ciclina D1-CDK4/6 [veja a Figura 8.17] a fim de liberar algumas moleculas da 
ciclina E-CDK2 da inibi 9 ao por p27’*"'Pk um evento observado na fase tardia de Gj que 
promove o im'cio explosive da transi 9 ao pelo ponto R.) 

Existem ainda outros mecanismos pouco caracterizados que permitem aos fatores mitogeni¬ 
cos de crescimento energizar o aparato do ciclo celular. Por exemplo, a associa 9 ao fisica das 
ciclinas do tipo D com a CDK4 tambem e dependente, por razoes desconhecidas, da sinali- 
za 9 ao mitogenica. A elucida 9 ao dessas e outras conexoes entre sinais promotores de cresci¬ 
mento e o relogio do ciclo celular virao a partir de pesquisas futuras. 


8.9 A oncoprotema Myc perturba a decisao de fosforilar a pRb 
afetando o controle da progressao do ciclo celular 

Na se 9 ao anterior, foi descrito como o excesso de sinais mitogenicos fluindo pelas celulas 
cancerosas leva a m'veis elevados de ciclinas do tipo D, com a conseqiiente fosforila 9 ao e 
inativa 9 ao funcional de pRb. Antes dessa discussao, ja havi'amos comentado a respeito 
de duas outras maneiras pelas quais a fun 9 ao da pRb e comprometida em celulas huma¬ 
nas neoplasicas: a fun 9 ao da pRb pode ser perdida por meio de muta 9 ao do gene Rb, tal 
como ocorre em retinoblastomas, osteossarcomas e carcinomas pulmonares de celulas 
pequenas. Um quadro funcionalmente similar pode ser visto em celulas infectadas e 
transformadas com o papilomavi'rus humano (HPV); a liga 9 ao da oncoprotema viral E7 
a pRb (veja as Figuras 8.21C e 8.23 B) tern um papel de destaque no desenvolvimento da 
grande maioria (> 99,7%) dos carcinomas cervicais. Como veremos a seguir, o cancer em 
humanos vale-se de uma serie de outras estrategias para desorganizar o controle da pro¬ 
gressao do ciclo celular. 

Come 9 aremos com a protei'na Myc, a qual, quando expressada de forma descontrolada, 
opera como uma oncoprotema. A expressao do gene Myc esta desregulada em 15a 30% 
dos casos de cancer humano, levando a um aumento nos m'veis da protei'na Myc. A 
oncoprotema Myc funciona muito diferentemente da maioria das oncoprotemas descri- 
tas nos Capi'tulos 4, 5 e 6. Estas outras, como a Ras e Sre, operam proximamente as 
membranas citoplasmaticas e ativam cascatas de sinaliza 9 ao complexas que, por sua vez, 
mobilizam protei'nas citoplasmaticas de transdu 9 ao de sinal e, por fim, fatores de trans- 
cri 9 ao nucleares. A Myc e encontrada no nucleo, no qual funciona como um fator de 
transcri 9 ao promotor de crescimento. 
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A Myc faz parte da fami'lia dos fatores de transcri^ao bHLH. Seu nome deriva de sua 
estrutura tridimensional compartilhada, que inclui um dommio de liga^ao de DNA ba- 
sico seguido por seqtiencias de aminoacidos que formam uma a-helice, uma al^a (do 
ingles loop) e, por fim, outra a-helice. Os membros dessa fami'lia de fatores de transcri- 
ga.o formam homo e heterodi'meros com eles proprios e com outros membros da famllia. 
Tais complexes dimericos associam-se entao a seqiiencias reguladoras chamadas E-boxes (com- 
postas pela seqiiencia CACGTG), encontradas nos promotores dos genes-alvo que elas 
regulam (Figura 8.27). 

No caso particular de Myc, as suas a^oes sao determinadas por seus proprios m'veis, bem 
como por suas associa^oes a protemas bHLH parceiras que podem tanto aumentar como 
suprimir sua fun^ao como um fator ativador de transcri^ao. A fosforila 9 ao de Myc tam- 
bem modula seu funcionamento e estabilidade. Quando Myc associa-se a Max — um 
membro colaborador da fami'lia bHLH que potencializa seu potencial de ativa^ao da 
transcrifao gera-se o fator de transcri^ao heterodimerico Myc-Max, o qual, por sua 
vez, regula a expressao de inumeros genes cujos produtos tern efeitos potentes sobre o 
ciclo celular, favorecendo a prolifera^ao celular. 

(Enquanto os m'veis de Myc sao bastante influenciados por sinais mitogenicos, os m'veis de 
Max sao mantidos relativamente constantes dentro das celulas. Da mesma forma, quando 
celulas normais sao cultivadas na presen 9 a de mitogenos do soro, Myc acumula-se substan- 
cialmente; em contrapartida, os m'veis de Myc colabam na ausencia de componentes mitoge¬ 
nicos. Isso significa que os m'veis do heterodlmero Myc-Max sao continuamente controlados 
pelo fluxo de sinais mitogenicos que as celulas normais estao recebendo.) 

Gomo sera descrito mais adiante, algumas protemas bHLH estao tambem envolvidas na 
orquestra^ao de certos programas de diferencia^ao especi'ficos para certos tipos de tecidos. 
Por meio de intermediaries, Myc pode evitar que esses outros fatores de transcri^ao bHLH 
levem a cabo varies programas de diferencia^ao. Como conseqiiencia, Myc pode simultanea- 
mente promover a prolifera^ao celular e bloquear a diferenda^ao; esse e o tipo de comporta- 
mento biologico que esta associado a celulas em crescimento ativo que ainda nao entraram 
em uma fase diferenciada, pos-mitotica. Entretanto, quando as celulas reduzem sua prolife- 
ra^ao e tornam-se diferenciadas, os complexes Myc-Max desaparecem, uma vez que o au- 
mento da protelna Mad (outro fator colaborador da bHLH) destaca Myc dos complexes 
Myc-Max previamente formados (veja a Figura 8.27). Os complexes Myc-Max resultantes 
funcionam entao como repressores da transcri^ao, permitindo as celulas em muitos tecidos 
humanos adentrar um estado pos-mitotico diferenciado. 

Myc interage intimamente com a maquinaria do ciclo celular. Talvez a primeira evidencia 
apontando para essa dire^ao tenha vindo de observances nas quais pares de oncogenes cola- 
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Figura 8.27 0 fator de transorigao Myc Myc 
pertence a uma familia de fatores de 
transcrigao bHLFI (helice-volta-helice 
basica) que agem como heterodimeros 
para modular a transcrigao de um grande 
grupo de genes-alvo que possuem 
sequenclas do tlpo E-box. Complexos Myc- 
Max agem para promover a transcrigao, 
enquanto os complexos Mad-Max atuam 
para reprimir a transcrigao da maioria dos 
genes. A medida que as celulas 
diferenclam-se, os nivels de Mad 
aumentam progressivamente, e Myc e 
deslocada por Mad, resultando no 
desaparecimento dos complexos Myc-Mad 
que, de outra forma, promoveriam o 
bloqueio da diferenciagao. 
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Figura 8.28 Agoes de Myc no relogio do 
ciclo celular A proteina Myc, agindo com 
seu parceiro Max (topo), pode modular as 
agoes de varies reguladores positivos e 
negatives do avango pelo ciclo celular. Por 
exempio, o heterodimero Myc-Max e capaz 
de induzir a expressao das protelnas 
promotoras de crescimento, as ciclinas D2 
e CDK4 (a esquerda), que podem promover 
0 avango ate a fase inicial de G.,. Ao 
mesmo tempo, pelo aumento da expressao 
de Cull (que e responsavel pela 
degradagao do inibidor de CDK p27'^Pb a 
direita, acima), bem como E2Fs 1,2 e 3 (a 
direita, abaixo), Myc favorece o avango pela 
fase S. Alem disso, Myc, agindo com sua 
parceira Miz-1, e capaz de reprimir a 
expressao dos inibidores de CDK pi 5"^'^®, 
p 2 icipi g p27'<'Pb mais uma vez, os efeitos 
se fazem sentir em ambos, inicio/metade e 
fase tardia de G.,. 


ativagao de promotores 

inicio/metade de G., da proliferagao G., tardia 



bloqueio de inibidores 
da proliferagao 



boram entre si no processo de transformagao de celulas de roedores para um estado tumoro- 
genico. Revisitaremos o topico colaboragao entre oncogenes no Capftulo 11. Por enquanto, 
e suficiente dizer que os oncogenes ras e myc sao importantes colaboradores na transformagao 
de celulas, isso significando que cada um tern sua parcela de contribuigao nesse processo. 
Similarmente, um oncogene ras colabora com o oncogene ElA do adenovirus na transforma- 
gao celular. Em conjunto, essas observagoes indicaram que os oncogenes myc e ElA agiram 
analogamente nesse modelo experimental, embora o mecanismo pelo qual isso ocorra seja 
desconhecido. 

O fato de que a oncoprotei'na ElA liga-se e inativa pRb, juntamente com suas primas pl07 
e pl30 (Segao 8.5), sugeriu que a proteina Myc poderia ter efeitos similares sobre essas outras 
proteinas celulares vitais, especialmente pRb. Entretanto, uma associagao direta entre Myc e 
pRb foi descartada. Em vez disso, constatou-se que Myc regula a expressao de varios outros 
componentes fundamentais para o relogio do ciclo celular. Quando a expressao desses com- 
ponentes e dirigida pelos niveis anormalmente elevados de Myc presentes em celulas porta- 
doras de oncogenes myc, o resultado e um estado fisiologico similar aquele visto em celulas 
deficientes para a fungao de pRb. Ambas as alteragoes privam a celula de um controle normal 
da progressao pela fase Gj do seu ciclo celular e desregulam a passagem pelo ponto R. 

Dentre os muitos alvos de Myc, encontra-se o gene da ciclina D2 (Figura 8.28), cuja expres¬ 
sao elevada leva a hipofosforilagao de pRb. Myc tambem regula a expressao do gene CDK4, 
e os niveis elevados de CDK4 permitem a formagao dos complexes ciclina-CDK4 que hipo- 
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fosforilam pRb e, ao mesmo tempo, seqiiestram o inibidor de CDK p27’^P*, liberando assim 
os complexes ciclina E-CDK2 da inibigao (veja a Figura 8.17). Myc tambem dirige a expres- 
sao da protema Cull, que tern papel central na degradagao de p27’^'P' pot meio de sua 
ubiquitinagao. De uma ou outra forma, essa expressao diferencial de genes dirigida por Myc 
serve para empurrar a celula em diregao a fase Gj do seu ciclo celular. 

Pela associagao com um segundo fator de transcrigao, chamado Miz-1, Myc pode tambem 
funcionar como um repressor da transcrigao (veja a Figura 8.28). Com essa fungao, Myc 
pode reprimir a expressao de genes que codificam os inibidores de CDK pl5*’^’^^® e p21‘-'Pb 
que bloqueiam a agao de CDK4/6 e CDK2, respectivamente. De fato, como veremos a 
seguir, o TGF-P utiliza-se desses dois inibidores de CDK para bloquear a progressao atraves 
da fase Cl do ciclo celular. Assim, ao evitar a expressao desses dois inibidores de CDK, Myc 
confere resistencia as agoes de inibigao de crescimento impostas pelo TGF-P. Fste constitui 
um importante meio pelo qual celulas cancerosas podem continuar a proliferar sob condi- 
goes (a presenga de TGF-P nas redondezas) que normalmente afetariam de modo negative a 
sua proliferagao. 

Finalmente, Myc e capaz de induzir a expressao de genes que codificam para as protemas 
fatores de transcrigao F2F1, F2F2 e F2F3. Como vimos anteriormente, esses fatores de trans¬ 
crigao F2F sao negativamente regulados por pRb e suas duas protemas primas. Ao induzir o 
acumulo desses fatores de transcrigao estimuladores do crescimento, Myc novamente dese- 
quilibra o sistema em favor da proliferagao celular. 

Agora comegamos a entender como a oncoprotema Myc pode funcionar tao efetivamente no 
descontrole da proliferagao celular. Myc e capaz de acionar varias alavancas regulatorias que 
fazem parte do relogio do ciclo celular. As mudangas resultantes nos mVeis das protei'nas- 
chave causam uma alteragao no balango dos mecanismos envolvidos na promogao e inibigao 
do crescimento, favorecendo fortemente a inativagao da pRb e o crescimento celular. Alem 
disso, Myc pode, a longo prazo, tambem afetar a proliferagao de linhagens celulares que sao 
independentes de seus efeitos sobre o aparato do ciclo celular (Barra lateral 8.5). 

Muitas das agoes de Myc que perturbam o ciclo celular proporcionam uma explicagao 
satisfatoria de sua habilidade em desregular a proliferagao e, assim, contribuir tao rele- 
vantemente para a patogenese do cancer. As agoes da protema Myc ilustram um princi- 
pio mais generico da fisiologia celular que afeta muitos dos temas discutidos neste texto. 
Faz-se repetida referenda ao fato de que uma protema como a Myc “liga” e “desliga” seus 
alvos. Tal analogia representa uma simplificagao do que realmente ocorre no interior das 
celulas. De fato, a maior parte dos reguladores nao opera a partir do completo desliga- 
mento ou acionamento. Em vez disso, eles aumentam ou diminuem os mVeis de seus 
alvos localizados downstream, com freqtiencia aumentando-os. Com efeito, eles zeram as 
chaves reguladoras, mudando o balango de sinais gerados de forma a favorecer ou limitar 
certa resposta celular. 

Talvez a demonstragao mais ilustrativa do potencial mitogenico de Myc tenha emergido de 
um experimento no qual Myc e modificado para ser expresso em m'veis elevados e constantes 
como uma protema de fusao que e formada juntamente com o receptor para estrogenio (ER). 
Na ausencia do ligante do receptor para estrogenio (ER), como o estrogenio propriamente 
dito ou tamoxifeno, a proteina de fusao Myc-ER e seqiiestrada em um estado inativo no 
citoplasma. Entretanto, com a adigao do ligante, essa proteina de fusao e liberada, sofre 
translocagao para o nucleo e opera como um fator de transcrigao Myc normal. Na fase de 
quiescencia, celulas privadas de soro (na fase Gg) expressando a protema de fusao Myc- 
ER sao tratadas com estrogenio ou tamoxifeno (mas deixadas em meio de cultura defi- 
ciente de soro); essas celulas sao induzidas a entrar em Gj e progredir para a fase S 
(Figura 8.29). Isso ilustra o fato de que Myc, atuando por si so e na ausencia de mitoge- 
nos associados ao soro, e capaz de livrar a celula das restrigoes impostas na fase Gg e faze- 
las progredir para Gj - um avango que normalmente exige estimulagao com fatores de 
crescimento. Alem de Myc, varios outros fatores de transcrigao apresentam ampla abran- 
gencia e efeitos das oncoproteinas (Barra lateral 8.6). 


Barra lateral 8.5 Myc tambem pode 
exercer efeitos a longo prazo sobre a 
proliferagao celular Como vimos, a on¬ 
coprotema Myc pode agir dinamicamen- 
te para desregular a maquinaria do relo¬ 
gio do ciclo celular, facilitando assim o 
transito das celulas atraves de seus ciclos 
de crescimento e divisao. Myc pode tam¬ 
bem afetar a proliferagao celular de for¬ 
ma nao-relacionada. Mais adiante, no 
Capitulo 10, aprenderemos que popu- 
lagoes de celulas normals sao normal¬ 
mente capazes de passar por um mime- 
ro limitado de ciclos celulares antes de 
ter sua proliferagao interrompida, um 
efeito que pode ser revertido pela agao 
da enzima telomerase. Pela ligagao em 
^-boxes no promotor do gene que codi- 
fica uma subunidade-chave da telome¬ 
rase humana, Myc pode aumentar a ex¬ 
pressao dessa enzima em certos tipos de 
celula, permitindo-lhes passar por mui¬ 
tos outros ciclos de crescimento e divi¬ 
sao alem do que normalmente Ihes seria 
permitido. 
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Figura 8.29 Os poderes da oncoproteina 
Myc Os amplos efeitos da proteina Myc sao 
ilustrados por um experimento no qual a 
proteina Myc foi fundida a proteina do 
receptor de estrogenio (ER) (azul). Na 
ausencia dos ligantes de ER, como o 
estrogenio e o tamoxifeno, a proteina Myc- 
ER encontra-se presa no citoplasma (por 
meio da associagao com proteinas de 
cheque termico, nao-mostrado). Quando os 
ligantes do ER, estrogenio e tamoxifeno 
ipequena esfera purpura), sao adicionados 
as celulas, a proteina Myc-ER migra para o 
niiicleo, associa-se a Max e ativa genes- 
alvo de Myc em minutes. Tal ativagao, 
quando induzida em celulas privadas de soro 
na fase Gp, permite a elas adentrar o ciclo 
ativo e avangar pela fase ate a fase S. 
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Myc tambem age sobre varies outros genes-alvo que operam fora da maquinaria do ciclo 
celular (Figura 8.30A). Analises das celulas de Drosophila, bem como de mami'feros, indicam 
que Myc associa-se a 12 a 15% dos genes presentes nos genomas de cada um desses tipos de 
celulas. (Nao esta claro quantos desses genes sao regulados por Myc, uma vez que, de acordo 
com estimativas, somente cerca de mil moleculas de Myc estao presentes em uma celula de 
mamifero normal.) No caso da Drosophila, a analise de alguns desses genes indica que Myc 
age amplamente dentro da celula para promover o crescimento celular no sentido estrito da 
palavra, ou seja, aumento do tamanho da celula. Isso pode ter efeitos tambem sobre as celulas 
de mami'feros: se uma celula humana encontra-se incapaz de prosseguir por todo o ciclo 
celular a menos que atinja um determinado tamanho dito mmimo, Myc pode facilitar a 
proliferagao celular pela promogao de aumentos no tamanho celular. Tal efeito pode agir 
sinergisticamente com a habilidade de Myc, descrita anteriormente, de regular muitas das 
proteinas que governam a passagem da celula pelo ponto R. No contexto da patogenese do 
cancer, Myc parece ter ainda outros efeitos biologicos, notadamente por sua influencia na 
tumorogenese por celulas-tronco embrionarias (ES) (Figura 8.30B). 


8.10 O TGF-(3 impede a fosforila^ao de pRb e assim bloqueia a 
progressao do ciclo celular 

O TGF-P representa um dos principais sinais de inibigao do crescimento que celulas nor¬ 
mals, especialmente epiteliais, devem aprender a evitar a fim de tornarem-se celulas cancero- 
sas. Como sera visto mais tarde, o TGF-P tambem exerce outros efeitos distintos sobre celu¬ 
las, forgando-as a mudar seus programas de diferenciagao. Com freqiiencia, as modificagoes 
resultantes no fenotipo celular favorecem a progressao tumoral, pois algumas dessas altera- 
goes fenotipicas permitem as celulas tumorais tornarem-se independentes de ancoragem, 
angiogenicas e mesmo invasivas. 

Esses dois principais efeitos do TFG-P — um antagonizando e o outro favorecendo a 
progressao tumoral — estao em conflito direto. Celulas cancerosas freqiientemente resol- 
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Barra lateral 8.6 Muitas oncoprotemas fun- 
cionam com fatores de transcri 9 ao Myc e 
somente um de um grande grupo de fatores 
de transcrifao que podem agir como onco¬ 
protemas (Tabela 8.2). Inicialmente encon- 
tramos oncoprotemas desse tipo na nossa dis- 
cussao sobre os genes myc, fos e jun (Se^ao 
6.1), cada um dos quais codifica um fator de 
transcri^ao que pode funcionar como uma 
oncoprotema. Apos, lemos sobre protemas 
STAT (Se 9 ao 6.8), NF-kB, Notch e Gli (Se- 
9 ao 6.12), que tambem podem assumir esses 


duplos papeis. Esses varios fatores de transcri- 
9 ao agem em uma variedade de genes-alvo para 
induzir fenotipos que associamos a celulas trans- 
formadas. 

A lista de genes-alvo que sao influenciados 
por cada um desses fatores de transcri^ao per- 
manece pouco definida. A falta de informa^ao e 
explicada pelo fato de que, experimentalmente, 
tern sido muito diflcil determinar as identida- 
des dos promotores dos genes aos quais os fato¬ 
res de transcri^ao de interesse se ligam. O re- 
cente desenvolvimento da tecnica de precipita- 


9 ao de cromatina (ChlP) promete resolver tal 
problema. No procedimento ChIP, a croma¬ 
tina (contendo ambos, o DNA e proteinas as- 
sociadas que foram quimicamente ligadas ao 
DNA) e mecanicamente cortada em peque- 
nos fragmentos. Um anticorpo que reage com 
um fator de transcri^ao especi'fico e entao usa- 
do para imunoprecipitar aqueles poucos frag¬ 
mentos de cromatina que tern o fator de trans- 
crifao de interesse associado. Moleculas de 
DNA sao entao extrai'das do precipitado, e 
suas seqiiencias determinadas usando ampli- 
fica^ao por PCR. As seqiiencias resultantes sao 
entao comparadas com as seqiiencias de to- 
dos os genes conhecidos presentes no geno- 
ma humano ou de camundongo, resultando 
na identifica^ao de genes especiflcos cujos pro¬ 
motores estao ligados a esse fator de trans- 
crifao e podem, por conseguinte, ser ativa- 
dos ou reprimidos por tal associa^ao. A apli- 
ca^ao da tecnica de ChIP a uma grande va¬ 
riedade de fatores de transcri 9 ao pode logo 
ajudar a revelar a identidade de grupos de 
genes que sao alvos de indu^ao ou repressao 
transcricional por esses fatores de transcri- 
9 ao oncogenicos. 


Tabela 8.2 Representantes das classes de genes codificantes de TFs que agem como 
onooproteinas® 


Fator de transcrlgao 

Genes representantes 

Zipper de leucina + dominio de ligagao ao 

DNA basico 

fos e jun 

Flelice + alga + helice (bFILFI) 

myc, N-myc, L-myc, tal e sc; 

Dedo de zinco 

myl/RARa, erbA, evi-1 e gli-1 

Flomeobox 

pbx e Hox2.4 

Outros 

myb, rel, ets-1, ets-2, fli-1, spi-1, ski 


““Os genes estao agrupados de aoordo com as caracteristicas estruturais das proteinas codificadas. 


Adaptada de T. Hunter, Cell 64:249-270, 1991 


vem tal dilema ao aprender como evadir dos efeitos cistotaticos do TGF-P ao mesmo 
tempo em que mantem intactas outras respostas, principalmente aquelas favorecendo o 
poder de invasao das celulas tumorais. As a^oes citostaticas do TGF-P derivam de seus 
efeitos diretos e indiretos sobre pRb, o controlador central que determina se uma celula 
ira ou nao proliferar. 

Como mencionado anteriormente, o TGF-P tern seu proprio receptor que se vale de 
serina/treonina cinases (em vez de tirosina cinases) em seu dommio citoplasmatico para 
emitir sinais. Os alvos primarios desses sinais documentados ate o momento sao protei¬ 
nas da famllia de fatores de transcri^ao Smad. Uma vez fosforiladas por um receptor de 
TGF-P, moleculas da protelna Smad2 (ou Smad3) se associam a protemas Smad4 (que 
nao constituem substratos para a fosforila^ao pelo receptor), e o complexo pro telco he- 
terodimerico resultante migra em direqtao ao micleo, onde age como um fator de trans- 
crifao (veja a Figura 6.29D). 

Como vimos antes, no contexto de controle do ciclo celular, os alvos mais importantes da 
afao por TGF-P sao os genes que codificam os dois inibidores de CDK, pie, em 
menor propor^ao, p21‘-‘P* (veja a Figura 8.14A). Cada um deles tern uma seqiiencia CAGAC 
no seu promoter que atrai o complexo fator de transcri 9 ao heterodimerico Smad3-Smad4. 
Por si so, apenas, o complexo Smad nao pode ativar a transcrifao desses genes. O complexo 
colabora com outro fator de transcri^ao — o fator Miz-1, mencionado na se^ao anterior — que 
se liga adjacentemente as seqiiencias de DNA nos promotores desses dois genes para ativar 
sua transcri^ao (Figura 8.31, a esquerda). 

Tambem notamos anteriormente que a oncoprotema Myc, agindo em dire^ao oposta, 
pode bloquear a indu^ao desses dois bloqueadores de CDK, fazendo-o por meio de sua 
babilidade de associar-se a Miz-1. Pela repressao da expressao de genes que codificam 
para pl5”^’*"^®e p21^‘P*, Myc remove dois grandes obstaculos do seu caminho de modu- 
la^ao da progressao do ciclo celular (veja a Figura 8.28). Posto de outra maneira, os altos 
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Figura 8.30 As amplas agoes de Myo Myc 
age de maneiras diversas sobre as celulas, 
alem dos efeitos sobre o ciclo celular. (A) 
Um estudo sistematico de genes-alvo 
regulados por Myc, Max e fatores de 
transcrigao Mnt relacionaods a Mad nas 
celulas de Drosophila melanogaster 
indicaram que eles estao presentes em 
grandes numeros e estao distribuldos pelo 
genoma da Drosophila em seus quatro 
cromossomos. Embora todo o 
cromossomos tenha sido rastreado para 
sitios de ligagao de Myc, somente o brago 
longo do cromossomo 3 (I. e., 3L) e 
mostrado aqui. Esse estudo analisou a 
habilidade da Myc da Drosophila {circulos 
verdes), da Mnt semelhante a Mad {circulos 
vermelhos) e da Max (circulos azuis) de 
associarem-se a segmentos de DNA 
cromossomais especificos. Em conjunto, 
esse estudo indicou que cerca de dois mil 
promotores de genes da Drosophila estao 
associados a uma ou mais dessas 
proteinas bFILFI; a maioria desses 
promotores estao afiliados com genes que 
podem ter sua expressao aumentada ou 
diminulda por pares desses fatores de 
transcrigao bFILFI. Varies genes que sao 
ortologos de genes de mamiferos e alvos 
conhecidos da agao de Myc em celulas de 
mamiferos estao indicados com setas 
pretas. (B) Outras evidencias de agoes 
pleiotropicas de Myc vem de experimentos 
biologicos, como esse, no qual a 
tumorogenicidade de celulas-tronco 
embrionarias (ES) de camundongo foi 
medida. Celulas ES do tipo selvagem (a 
esquerda, c-myc+i+) de grandes tumores 
altamente vascularizados [veias 
alaranjadas), enquanto celulas privadas da 
fungao de Myc (a direita, c-myc'i') falham 
bastante em crescer, em grande parte por 
uma falha em desenvolver um suprimento 
vascular adequado; as duas populagoes de 
celulas tern o mesmo Indice de crescimento 
in vitro. (A, adaptada de A. Orian et al., 
Genes Dev. 17:1101-1114, 2003; B, de T.A. 
Baudino et al., Genes Dev. 19:2530-2543, 
2002 .) 
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nfveis constitutivamente expressados pela protema Myc produzida por oncogenes myc 
asseguram que a expressao desses dois inibidores de CDK seja fortemente reprimida, 
permitindo avango do ciclo celular. 

Em celulas normals, TGF-P precisa ter a ultima palavra em determinar se as celulas prolifera- 
rao ou nao. Para tanto, o TGF-P precisa sobrepor quaisquer sinais conflitantes que Myc 
possa liberar. Para que isso ocorra, o TGF-P deve assegurar-se de que Myc nao ativara seu 
esquema de expressao dos inibidores pl5*’^’^^® e p21‘^'PF Assim, em celulas normals, TGF-P 
mantem Myc afastado dos promotores desses genes por meio da supressao da expressao do 
proto-oncogene myc (Figura 8.31, a direita). O promotor do gene myc possui uma seqiiencia 
a qual o fator de transcrigao Smad3 ativado pelo TGF-P pode ligar-se. Adjacente a essa 
seqiiencia, existe outra, que permite a ligagao de E2F4 ou E2F5, os dois fatores de transcrigao 
que favorecem a repressao transcricional (Segao 8.7). Pela formagao de um complexo de tres 
partes com E2F4/5 mais pi07, a Smad3 assegura o desligamento da transcrigao de myc, 
eliminando assim os efeitos promotores de crescimento da protema Myc do circuito regula- 
dor das celulas. Uma vez que TGF-P teve sucesso na remogao de Myc da cena — a partir dos 
promotores dos inibidores CDK pi e p21‘^‘P*—, TGF-P pode entao usar os complexes 
Smad3-Smad4 em conjunto com Miz-1 para ativar esses dois promotores, induzindo assim a 
expressao desses inibidores de CDK criticamente importantes (Figura 8.31, a esquerda). 


Muitos tipos de celulas cancerosas precisam evadir a inibigao de crescimento imposta por 
TGF-P. Mais espedficamente, essas celulas cancerosas dependem de altos niveis do fator de 
transcrigao Myc para regular sua proliferagao e, portanto, devem liberar a transcrigao de myc 
das agoes repressoras de TGF-P. Isso explica por que, por exemplo, em uma serie de 12 
carcinomas de mama humanos, a expressao de myc nao respondia mais a agao supressiva do 
TGF- P, mesmo as respostas ao TGF-P estando intactas em 11 desses tumores. (Uma vez que 
o proprio gene myc parecia estar em uma configuragao tipo selvagem nesses tumores, isso 
sugeriu alguma falha na regulagao dos fatores de transcrigao responsaveis pela expressao desse 
gene.) Da mesma forma, quando oncogenes myc sao originados por mutagao, eles adquirem 
promotores constitutivamente ativados que nao mais respondem a repressao induzida pelo 
TGF- p. Uma vez protegido da repressao, o oncogene myc, ou melhor, seu produto Myc 
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mantem a expressao dos dois inibidores de CDK (i. e., e p21*^‘P*) em m'veis muito 

baixos por tempo indeterminado. Como notado anteriormente, isso ajuda a criar uma condi¬ 
tio na celula que permite rapida proliferatao. 

Em um sentido mais geral, celulas cancerosas seletivamente escapam das influencias supres- 
sivas do crescimento exercidas pelo TGF-P, mas mantem-se sensiVeis a outros efeitos poten- 
cialmente uteis ao seu estabelecimento. Com freqiiencia, a evasao dos efeitos supressivos do 
TGF- P ocorre pela inativatao da rota de sinalizatao da pRb. Com efeito, em celulas nor¬ 
mals, a pRb opera como um freio que para a proliferatao em resposta a sinais iniciados por 
TGF- p. Similarmente, se a protema pRb e eliminada do circuito regulador por meio de um 
dos varies mecanismos descritos anteriormente, entao a habilidade de TGF-P de impor a 
supressao do crescimento e comprometida, pois pipor ele induzida agora falha em 
bloquear o avan^o pelo ciclo celular. 

Uma inativatao parcial das respostas de TGF-P tambem pode ser obtida, por exemplo, por 
meio de mutatoes do gene que codifica a protei'na Smad2; tais mutatoes sao freqiientemente 
observadas em carcinomas de colon. Um efeito similar do bloqueio das propriedades anti- 
mitogenicas de TGF-P parece ser obtido pela oncoprotema Ski (Tabela 3.3). Juntamente 


TGF-P 




Figura 8.31 As agoes de contrabalango de 
TGF-p e Myc 0 TGF-p, agindo por meio de 
seu receptor, causa a fosforilagao de varias 
proteinas Smad, como a SmadS aqui 
mostrada (a esquerda, acima). (Smad2, 
nao-mostrada, age de forma equivalente a 
SmadS). A SmadS entao forma um 
complexo heterodimerico com a Smad4, 
que migra para o nucleo, onde colabora 
com Miz-1 para induzir a expressao dos 
bloqueadores de CDK 
(fracamente) e p21°PT Myc, por sua parte, 
e capaz de colaborar com Miz-1 para 
reprimir a expressao desses inibidores de 
CDK (abaixo, a direita). Entretanto, esta 
agao da Myc pode ser bioqueada pelo 
TGF-p, que despacha a SmadS para format 
um complexo com E2F4 ou E2E5 
juntamente da pi 07 (proteina-prima da 
pRb, a direita) que reprime a expressao do 
gene myc, levando a um colapso dos niveis 
de Myc. Isso faz com que o TGE-p tenha 
sucesso em induzir a expressao dos dois 
inibidores de CDK-pIS"^'^'** e pSI'^'P^ - e, 
com isso, bloqueie a progressao pelo ciclo 
celular no inicio/metade da fase G.,. 
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com sua prima, a protema Sno, Ski e capaz de ligar-se ao complexo de fator de transcri^ao 
Smad3-Smad4 e bloquear sua capacidade de reprimir a transcri^ao de myc. 

A metade de todos os carcinomas pancreaticos e mais de um quarto de todos os canceres de 
colon sao portadores de protemas Smad4 mutantes nao-ativas. Sem a presen^a de Smad4, 
nao ha forma^ao de complexos Smad2-Smad4 nem Smad3-Smad4. Esses dois complexos sao 
componentes fundamentais enviados pelo receptor do TGF-P ao micleo com a importante 
tarefa de interromper a prolifera^ao. 

Alguns tipos de celulas cancerosas lan^am mao de uma manobra evasiva ainda mais drastica 
para evitar a a^ao supressiva do TGF-P; eles inativam os genes que codificam para o receptor 
TGF-P. For exemplo, a maioria dos canceres de colon que apresentam “instabilidade de 
microssatelites” (um estado que leva a altos graus de muta^ao; veja a Se^ao 12.9), e portadora 
de receptores TGF-PII mutantes inativos. Enquanto tais celulas adquirirem a habilidade de 
evadir da inibi^ao de crescimento imposta por TGF-P, elas beneficiam-se dos potenciais 
efeitos gerados nos estagios tardios de progressao tumoral quando o TGF-P as auxilia a ad- 
quirir fenotipos malignos como invasibilidade. 


8.11 A fun^ao da pRb e os controles da diferencia^ao estao 
intimamente ligados 

A diferencia 9 ao celular e um processo de importancia crucial na patogenese do cancer e, 
como tal, e repetidamente mencionada neste texto. Ate o momento, podemos imaginar que, 
ainda que de maneira simples, as celulas do corpo podem existir em um de dois estados de 
crescimento alternativos. Elas podem ser encontradas em um estado relativamente nao-dife- 
renciado, no qual retem a op 9 ao de se dividir caso sinais mitogenicos sejam gerados; esse e 
essencialmente o comportamento de celulas-tronco. A alternativa e que as celulas podem 
abandonar esse estado e entrar em outro, mais diferenciado, no qual nao mais proliferarao e, 
portanto, tornam-se pos-mitoticas. Os fatores que governam essas altera^oes consideradas 
fundamentais na biologia da celula podem ser explicados pelos controles moleculares que 
determinam se uma celula permanecera no processo ativo de crescimento e divisao, se man- 
tera na fase reversiVel Gq ou saira irreversivelmente desse ciclo, progredindo para um estado 
pos-mitotico, diferenciado. 

A oposi 9 ao entre proliferarao e diferencia^ao e vista mais claramente na formarao da maioria 
dos tipos de celulas cancerosas, na qual a diferenciarao e parcial ou totalmente bloqueada 
(veja, p. ex., a Barra lateral 8.7). Cientes disso, poden'amos perguntar se duas alteraroes 
independentes nos circuitos de controle da celula devem tomar parte durante a formarao de 
uma celula cancerosa - uma que descontrola a proliferarao e outra que bloqueia a diferencia- 
rao. A alternativa e mais simples: poderiam, certas alteraroes, de uma so vez, desregular a 
proliferarao e impedir a diferenciarao? 

Evidencias atestando essa ideia, que implicam o acoplamento entre os mecanismos que con- 
trolam ambos os processos citados, tern vindo de estudos sobre a diferenciarao de celulas 
musculares in vitro. Nesse sistema experimental, mioblastos relativamente indiferenciados 
podem ser induzidos a softer diferenciarao em miocitos (celulas musculares). O bloqueio 
dessas celulas na fase Gj do ciclo celular do mioblasto, obtido experimentalmente por meio 
da introdurao e superexpressao de genes que codificam para os inibidores de GDK 
ou p21*^‘Pk faz com que os mioblastos diferenciem-se mesmo sob condiroes em que isso nao 
ocorreria normalmente (p. ex., altos m'veis de fatores de crescimento no meio) (Figura 8.33). 
Mioblastos de camundongo geneticamente alterados que nao tern ambas as copias do gene 
Rb e que, por conseguinte, nao expressam pRb, nao respondem as influencias da diferencia¬ 
rao induzida ocasionada pela introdurao dos genes que codificam para pie p21*^‘P'. 
Alem disso, a superexpressao da ciclina D1 em mioblastos (que causa fosforilarao e inativa- 
rao da pRb) bloqueia a diferenciarao que e normalmente observada quando fatores de cres¬ 
cimento sao removidos do seu meio de cultura. Esses experimentos indicam que pRb hiper- 
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fosforilada e necessaria para duas fun^oes estanques - a interrup^ao da prolifera^ao dos mio- 
blastos e a fadlita^ao da diferenda^ao dessas celulas em miodtos. 

Outras conexoes moleculares entre o controle do ddo celular e a diferenda^ao tern sido 
descobertas. Assim, a indu^ao da expressao de inibidores CDK, como p21^'P' ou p27’^Pb e 
capaz de promover a diferencia^ao de celulas de neuroblastoma e celulas da leucemia mielo- 
monodticas, enquanto a expressao refor^ada de E2F4 (uma forma repressiva de E2F; Se^ao 
8.7) induz a diferencia^ao de celulas neuronals precursoras. Camundongos geneticamente 
desprovidos desse fator de transcri 9 ao (e, assim, com um genotipo E2f4'^') nao sobrevivem ao 
pen'odo de gesta^ao devido ao defeito de diferencia 9 ao em seus eritrocitos. O fator de trans- 
cri^ao C/EBP, que induz a diferencia^ao de adipocitos (celulas de gordura), associa-se a E2Fs, 
e um fator de transcri^ao especffico para osteoblastos (CBFAl) liga-se a pRb. Finalmente, o 
acido retinoico induz a diferencia 9 ao de celulas da leucemia pro-mieloci'tica aguda (APE), em 
parte por sua habilidade de acionar a degrada 9 ao da ciclina D 1 . 

Essas observa 96 es experimentais diversas indicam que a maquinaria responsavel pelo contro¬ 
le do estado de fosforila 9 ao da pRb e de suas protemas-primas e tambem uma ativa participante 


Barra lateral 8.7 O bloqueio da diferencia- 
9ao pode acompanhar o avan9o da progres- 
sao tumoral Algumas malignidades hemato- 
poieticas, mais especificamente as leucemias, 
vem em duas formas - cronica e aguda. As 
doen9as cronicas, como a leucemia mieloge- 
nosa cronica (CML) sao compostas por celu¬ 
las mais maduras e diferenciadas e podem 
continuar por anos sem tornarem-se uma 
amea9aa vida (Figura 8 . 32 ). No caso da CML, 
apos um pen'odo de 3 a 5 anos, ocorre repen- 
tinamente a emergencia de uma forma mais 
maligna e agressiva da doen9a, chamada “cri- 
se blastica”. As celulas presentes na crise blas- 
tica originam-se claramente do mesmo clone 
celular que iniciou a fase cronica da doen9a. 
Entretanto, elas sao menos diferenciadas e 
multiplicam-se sem cessar, criando uma doen- 
9a que e dificil de tratar e que constitui uma 


amea9a a vida do paciente. Parece que as celulas 
na fase cronica sao derivadas de uma celula tron- 
co mutante auto-renovante, mas essa doen9a per- 
manece relativamente benigna porque a diferen- 
cia9ao dessas celulas mutantes em neutrofilos 
pos-mitoticos precede normalmente. No mo- 
mento em que tal diferencia9ao e bloqueada (por 


altera96es geneticas ainda desconhecidas), ce¬ 
lulas nessa popula9ao ficam presas em um 
compartimento de celulas-tronco menos di¬ 
ferenciadas (do tipo eritroide ou mieloide) e 
proliferam sem uma saida compensatoria de 
sua progenie em dire9ao a um compartimen- 
to pos-mitotico mais diferenciado. 


Figura 8,32 Progressao da doenga e de-diferenciagao (A) A leucemia mielogenosa cronica 
(CML) leva a acumulagao no sangue de elevados numeros de celulas quase totalmente 
diferenciadas em neutrofilos {celulas purpura, nucleo complexo). As celulas em corrosa sao 
eritrocitos. (B) Apos varios anos, quando a fase cronica da doenga progride para uma fase 
“acelerada”, esses neutrofilos mais diferenciados sao substituidos por celulas blasticas menos 
diferenciadas (setas). (C) Por fim, esta fase acelerada progride para uma “crise blastica", 
quando 0 sangue periferico carrega grandes numeros de celulas nao-diferenciadas. Esta ultima 
fase parece refletir 0 comportamento das celulas-tronco leucemicas que ja estavam presentes 
na fase cronica da doenga, mas que agora sao impedidas de diferenciar-se. (A e B, cortesia de 
PG. Maslak; C, cortesia do Banco de Imagens da Sociedade Americana de Flematologia.) 



(A) fase cronica 



(B) fase acelerada 



(C) crise blastica 





294 / Capi'tulo 8 pRb e o Controle do RelOgio do Ciclo Celular 


Figura 8.33 Diferenciagao de mioblastos 
em miocitos Os mioblastos, precursores 
menos diferenciados das celulas 
musculares (miocitos) podem ser 
cultivados in vitro e permanecer no estado 
indiferenciado ipainei a esquerda). 
Entretanto, varios tipos de sinais 
fisiologicos podem induzi-los a diferenciar- 
se em miocitos in vitro, em que estes se 
fundem para formar fibras musculares 
{vermelho, painei a direita). For exempio, a 
remogao do soro (e seus fatores de 
crescimento associados) do meio de cultura 
leva a diferenciagao. Varios experimentos 
demonstraram que a diferenciagao pode ser 
impedida pela fosforilagao forgada de pRb e 
sua consequente inativagao. Contrariamente, 
sinais que impedem a fosforilagao da pRb 
favorecem e frequentemente induzem 
diferenciagao. (De E.M. Wilson et al., Mol. 
Biol. Cell 15:497-505, 2003.) 



nos processes de diferenciagao descritos anteriormente. Mais especificamente, sinais que fa¬ 
vorecem a hiperfosforilagao (e, em conseqiiencia, a inativagao funcional) das tres protei'nas 
tipo pocket (pRb, pl07 e pi30) operam para bloquear a diferenciagao, enquanto aquelas que 
previnem a hiperfosforilagao de pRb favorecem a diferenciagao. Essa conexao, ainda pouco 
documentada para a maioria dos tipos celulares, sugere outro fato que permanece ainda pura 
especulagao: quando uma celula decide deixar o ciclo celular ativo a fim de diferenciar-se, ela 
sai do ciclo em algum memento durante a fase Gj, quando pRb ainda esta ativa no controle 
do destine da celula. 

Uma outra linha de evidencia indicando uma relagao entre a diferenciagao e a maquinaria do 
ciclo celular vem de pesquisas com a protei'na Myc. Como mencionado anteriormente (Segao 
8.9), a protema Myc altera o equih'brio entre proliferagao e diferenciagao pos-mitotica em 
favor da primeira. A fim de compreender essas agoes, precisamos levar em conta que muitos 
dos fatores de transcrigao que controlam os programas de diferenciagao sao, tal qual Myc, 
membros da fami'lia bHLH de fatores de transcrigao. Entretanto, essas protei'nas bHLH 
funcionam muito diferentemente de Myc: elas coordenam complexos programas de diferen¬ 
ciagao que variam de tecido para tecido, enquanto Myc atua em diregao oposta bloqueando 
a diferenciagao e promovendo a proliferagao. Fatores de transcrigao da fami'lia bHLH asso¬ 
ciados a diferenciagao tern sido mais intensamente estudados no desenvolvimento embriona- 
rio de varias linhagens distintas de celulas, incluindo aquelas que levam a formagao dos 
miisculos, sistema nervoso, pancreas e sistema imune. For exempio, quatro bHLH distintas 
- chamadas MyoD, Myf5, miogenina e MRF4 - operam na diferenciagao de mioblastos em 
miocitos (Figura 8.33) por meio do controle de varias fases do programa de diferenciagao 
especi'fico para o tecido muscular. 

Myc aumenta a produgao da protema Id2, e esta age como um antagonista dos fatores de 
transcrigao bHLH que programam a diferenciagao. Id2 e uma de um grupo de protei'nas que 
se inter-relacionam (Idl a Id4) que tambem sao membros da fami'lia bHLH dos fatores de 
transcrigao. As protei'nas Id operam, entretanto, como inibidores dominantes negativos de 
outros fatores de transcrigao bHLH (Figura 8.34). Mais especificamente, as Ids podem for¬ 
mar heterodi'meros com fatores de transcrigao bHLH, mas nao se ligam ao DNA (porque 
elas nao possuem o domi'nio envolvido no reconhecimento de DNA). Isso explica como 
protei'nas Id, como a Id2, podem agir como inibidores dos fatores de transcrigao indutores de 
diferenciagao bHLH e, com isso, impedir a diferenciagao. 

As protei'nas Id estao presentes em altos m'veis em varios tipos de celulas em crescimento 
ativo, e isso, por si, reduz a possibilidade de que essas celulas vao diferenciar-se. Assim, por 
meio da associagao com MyoD, uma protema Id pode evitar que a MyoD programe a dife- 
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sem ligagao ao DNA, 
ausencia de 
diferenciagao muscular 


programa de 
diferenciagao 
muscular 


renciagao muscular em mioblastos que estejam em crescimento ativo. Durante o curso nor¬ 
mal da diferenciagao, entretanto, os mVeis de protemas Id diminuem a m'veis nao detectaveis, 
e MyoD, agora livre da interferencia das Ids, torna-se capaz de dimerizar-se com sens compa- 
nheiros bHLH (cbamados E12 e E47) a fim de ativar os programas de diferenciagao especi- 
ficos para o tecido muscular (veja a Figura 8.34). Sabe-se que a redugao na smtese da protema 
Idl e necessaria para a sai'da do ciclo celular e a diferenciagao em varias linhagens de celulas: 
musculares, pacreaticas, celulas epiteliais mamarias, celulas mieloides, celulas eritroides, ce¬ 
lulas miocardiais, celulas B e T e osteoblastos. 


Figura 8.34 Os fatores de transcrigao Id e a 
inibigao da diferenciagao Fatores de 
transcrigao bFILFI especificos para 
linhagens, tais como MyoD, mostrado aqui, 
(rasa) formam heterodimeros com parceiros 
amplamente expressos El 2 ou E47 
(purpura). Os fatores de transcrigao 
heterodimericos resultantes orquestram os 
programas de diferenciagao em varies 
tecidos, incluindo a diferenciagao muscular 
indicada aqui (a esquerda). A formagao 
destes complexes de fatores de transcrigao 
heterodimericos pode, entretanto, ser 
bloqueda por proteinas Id (cinza-claro), que 
formam heterodimeros com proteinas bFILFi 
especificas para linhagens, assim evitando 
a associagao desta ultima com El 2 ou E47. 
Como as proteinas Id nao tern urn dominio 
de ligagao ao DNA, elas agem como 
inibidores “dominantes negativos” naturals 
da expressao de proteinas bFILFi 
especificas para linhagens. A expressao de 
certas proteinas Id, como a Id2, mostrada 
aqui, pode ser induzida por Myc (agindo 
com sua parceira Max; acima, a direita): 
isso ajuda a explicar a habilidade 
observada na oncoproteina Myc de 
bloquear a diferenciagao de varias celulas. 


Como se pode esperar do que foi exposto, as protemas Id tambem tern sido associadas a 
patogenese do cancer. Em varies tipos de celulas normals, as moleculas de Id2 ligam-se e sao 
seqiiestradas pelas moleculas de pRb, mais abundantes. Entretanto, em neuroblastomas, um 
tumor pediatrico relativamente comum, Id2 e freqiientemente superexpressada, porque sua 
expressao e dirigida por copias extras da protema N-Myc, uma prima de myc que age sobre os 
mesmos alvos de myc nas celulas (Segao 4.5). Agora as “mesas sao viradas”: em celulas de 
neuroblastoma, a Id2 acumula a m'veis tao elevados que chegam a excesses molares da ordem 
de lOx em relagao a pRb. Conseqiientemente, a pRb nao mais e capaz de seqiiestrar e regular 
as proteinas Id2 dessas celulas. Com isso, elas estao livres para bloquear as agoes dos fatores 
de transcrigao indutores de diferenciagao bHLH. 


O tema do antagonismo mutuo entre componentes promotores de crescimento do relogio 
do ciclo celular e a maquinaria do processo de diferenciagao e ilustrado por outras conexoes 
cruzadas entre esses dois mecanismos de regulagao. Por exemplo, durante a proliferagao ativa, 
as ciclinas E-CDK2 e A-CDC2 fosforilam a MyoD nos mioblastos, com isso promovendo 
sua degradagao e conseqiientemente eliminando sens efeitos indutores de diferenciagao. Evi- 
dencias de outras conexoes cruzadas continuam a ser descobertas. Dados de uma pesquisa 
indicam que a ciclina D1 associa-se a e inibe um fator de transcrigao que e responsavel pela 
expressao de proteinas associadas a diferenciagao de celulas epiteliais do duodeno. 

Antagonismo operando em diregoes opostas e exibido por componentes-chave da maquina¬ 
ria de diferenciagao. Assim, a proteina MyoD, que e tao importante na programagao da 
diferenciagao muscular, age sobre o ciclo celular e inibe a proliferagao, causando aumento na 
produgao de pRb e do inibidor de CDK p21*^‘PL MyoD tambem parece ligar-se diretamente 
a CDK4, inibindo sua atividade. 


Anteriormente vimos que, quando uma celula recebe sinais que a encorajam a diferenciar-se, 
a parceira de Myc, Max, e seqiiestrada por Mad, e os m'veis desta ultima aumentam progres- 
sivamente durante a diferenciagao (veja a Figura 8.27). Isso cria uma condigao que permite a 
interrupgao do ciclo celular e a diferenciagao. Assim, os complexos Mad-Max causam au¬ 
mento na expressao das duas protemas-primas de pRb, pl07 e pi30. Nesse meio tempo. 
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Myc, desprovida de ajuda de sua companheira Max, torna-se isolada do circuito molecular 
que governa o destino da celula e assim perde sua habilidade de bloquear a diferencia^ao. 

Uma demonstra^ao dramatica da oposi^ao entre a oncoprotema Myc e a diferencia^ao celu¬ 
lar vem de um modelo de patogenese de cancer bepatico em camundongos que depende da 
expressao dirigida de um transgene myc em bepatocitos. Grandes carcinomas bepatocelulares 
formam-se e regridem quando o transgene myc e desativado. Ao mesmo tempo, muitas das 
celulas do carcinoma, que anteriormente nao assumiam caracten'sticas de bepatocitos nor- 
mais, rapidamente diferenciam-se em celulas bepaticas que detem caracten'sticas bistologicas 
de aparencia normal. 

Esses varios controles da diferencia^ao celular envolvendo pRb, Myc, Ids e outras protemas regu- 
ladoras tern claras implica^oes na patogenese do cancer, uma vez que tumores formados por 
celulas mais diferenciadas sao menos agressivos, enquanto aqueles compostos por celulas pouco 
diferenciadas tendem a ser muito mais agressivos e de pior prognostico para o paciente. 


8.12 O controle da fun^ao de pRb e perturbado na maioria, se 
nao em todos, dos tipos de canceres humanos 

A falta de regula^ao da rota da pRb leva a um desfecbo que e parte integrante do fenotipo de uma 
celula cancerosa - proliferafao irrestrita. Isso explica por que a regula^ao normal da transifao pelo 
ponto R, como parte da fosforikfao de pRb, e provavelmente rompida na maioria, se nao em 
todos, dos tipos de celulas tumorais (Tabelas 8.3 e 8.4). Esses mecanismos sao sumarizados na 


Tabela 8.3 Alteragoes moleculares em canceres humanos levando a desregulagao do relogio do ciclo celular 


Alteragao especifica 

Resultado cllnico 

Alteragoes da pRb 

Inativagao do gene Rb por mutagao 

retinoblastoma, osteossarcoma, carcinoma pulmonar 

Metilagao do promotor do gene Rb 

de celulas pequenas 
tumores cerebrals, outros diversos 

Sequestro de pRb por Idl, ld2 

carcinomas diversos, neuroblastoma, melanoma 

Sequestro de pRb pela oncoprotelna viral HPV E7 

carcinoma cervical 

Alteragao nas olcllnas 

Superexpressao da ciclina D1 pela amplificagao do gene da ciclina D1 

carcinoma de mama, leucemias 

Superexpressao da ciclina D1 causada por hiperatividade do promotor do gene 

diversos tumores 

da ciclina D1 desencadeada por rotas mitogenicas upstream 

Superexpressao da ciclina D1 devido a degradagao reduzida da ciclina D1 devido 

diversos tumores 

a atividade reprimida de GSK-3p 

Superexpressao da cicia D3 causada por hiperatividade do gene da ciclina D3 

malignidades hematopoieticas 

Superexpressao da ciclina E 

carcinoma de mama 

Degradagao defeituosa da protelna cilcina E devido a perda de hCDC4 

carcinomas de endometrio, mama e ovario 

Alteragao das cinases dependentes de ciclinas 

Mutagao estrutural de CDK4 

melanoma 

Alteragoes dos inibidores de CDK 

Delegao do gene da 75"'"^'*® 

tumores diversos 

Delegao do gene da 76"'"^'’''' 

tumores diversos 

Metilagao do promotor do gene p76"'"^‘''^ 

melanoma, tumores diversos 

Transcrigao diminulda do gene p27'*p’ devido a agao da Akt/PKB no fator 

tumores diversos 

de transcrigao Forkhead 

Degradagao aumentada da devido a superexpressao da Skp2 

carcinomas de mama, colorretal e pulmao e linfomas 

Localizagao citoplasmatica da p27'<'Pi devido a agio da Akt/PKB 

carcinomas de mama, esofago, colon, tireoide 

Localizagao citoplasmatica da p21^'Pi devido a agao da Akt/PKB 

tumores diversos 

Alteragoes multiples oonoomitantes por Myc, N-myc ou L-myc 

Expressao aumentada de Idl, Id2 levando ao sequestro de pRb 

tumores diversos 

Expressao aumentada da ciclina D2 levando a fosforilagao da pRb 

tumores diversos 

Expressao aumentada de E2F1, E2F2 e E2F3 levando a expressao da ciclina E 

tumores diversos 

Expressao aumentada da CDK4 levando a fosforilagao da pRb 

tumores diversos 

Expressao aumentada da Cull levando a degradagao da p27'^'Pi 

tumores diversos 

Repressao da expressao da e da p21®pi permitindo a fosforilagao da pRb 

tumores diversos 
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Tabela 8.4 Alteragao do relogio do cicio celular em tumores humanos Urn mais (+) indica que este gene ou produto esta alterado em pelo menos 
10% dos tumores analisados. A alteragao de urn produto de gene pode incluir ausencia anormal ou superexpressao. A alteragao do gene pode 
incluir mutagao e metilagao do promotor. Mais de uma das alteragoes indicadas pode ser encontrada num determinado tumor. 


Tipo de Tumor 

Rb 

Ciclina E 1 

Produto do gene ou gene 
Ciclina D1 P-|6 Ink4a 

P27Kipi 

CDK4/6 

% de tumores com 1 
ou mais alteragoes 

Glioblastoma 

+ 

+ 


+ 

+ 

+/+ 

> 80 

Carcinoma de mama 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/ 

> 80 

Carcinoma de pulmao 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/ 

> 90 

Carcinoma pancreatico 



a 


+ 


> 80 

Carcinoma gastrintestinal 

+ 

+ 


+ 

+ 

-F/® 

> 80 

Carcinoma endometrial 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/ 

> 80 

Carcinoma de bexiga 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


> 70 

Leucemia 

+ 

+ 

+ 


+ 

+/ 

> 90 

Cabega e pescogo 

+ 


+ 

+ 

+ 

+/ 

> 90 

Linfoma 

+ 

+ 



+ 

1+ 

> 90 

Melanoma 


+ 

+ 

+ 

+ 

+/ 

> 20 

Flepatoma 

+ 

+ 

+ 


+ 

+/® 

> 90 

Carcinoma de prostata 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


> 70 

Testiculos/ovario 

+ 

+ 


+ 

+ 

+/ 

> 90 

Osteossarcoma 


+ 


+ 


+/ 

> 80 

Outros sarcomas 


+ 

+ 

+ 

+ 

1+ 

> 90 


“Ciclina D3 esta sobre-regulada em alguns tumores. 

*'Ciclina D2 esta sobre-regulada em alguns tumores. 
cp.|5iNK4B tambem ausente em alguns tumores. 

‘^Clcllna D2 e D3 tambem sobre-reguladas em alguns lintomas. 

‘>CDK2 tambem sobre-regulada em alguns tumores. 

Adaptada de M.Malumbres e M. Barbacid, Nat. Rev. Cancer 1:222-231,2001 


Figura 8.35. Estamos familiarizados com o mecanismo mais direto relacionado a falta de regula- 
gao do avango pelo ponto R - a inativagao do gene Rb por meio de mutagao. Em alguns tumores, 
um desfecho equivalente e obtido por meio da metilagao do promotor do gene Rb. Em outros, a 
pRb, embora sintetizada em quantidades normals, pode ser funcionalmente inativada por protel- 
nas virais, como a protema HPV E7, que impede a pRb de ligar-se e regular as E2Fs. 


Uma outra estrategia usada por celulas cancerosas para inativar a fungao da pRb e indicada 
pela presenga de m'veis muito elevados de ciclina D1 em varias celulas tumorais humanas. 
Isso tern sido mais freqiientemente documentado em cdulas de cancer de mama, nos quais a 
metade dos tumores tern mostrado m'veis elevados dessas protei'nas. Nesses e em outros car¬ 
cinomas, a superexpressao e algumas vezes obtida por aumentos no mimero de copias dos 
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Figura 8.35 A perturbagao da transigao 
pelo ponto R em tumores humanos A 
decisao de avangar atraves da transigao do 
ponto R (em amarelo, abaixo, no centra) 
pode ser perturbada de varias maneiras em 
tumores humanos. Elementos que 
favorecem o avango pelo ponto R estao em 
vermelho, enquanto aqueles que atuam 
bloqueando este avango sao mostrados em 
azul. Quase todos os tumores humanos 
mostram uma hiperatividade de um ou 
mais dos agentes favorecendo esse avango 
(vermelho) ou uma inativagao dos agentes 
bloqueando esse avango (azul). 



















































298 / Capi'tulo 8 pRb e o Controle do RelOgio do Ciclo Celular 


Figura 8.36 Amplificagao do gene da 
ciclina D1 0 uso de hibridizagao in situ 
baseada em fluorescencia (FISFI) torna 
possivel detectar o numero de copies de 
genes especificos em secgoes histoibgicas. 
Nesta figura, vemos o resultado do 
emprego de uma sonda para CCND1, o 
gene humano que codifica a ciclina D1, 
para analisar o numero de cbpias deste 
gene nas celulas de carcinoma escamoso 
de cabega e pescogo (FiNSCC). Cada 
ponto brilhante representa uma unica copia 
do gene. Nucleos individuais estao corados 
em purpura. Assim, CCND1 e amplificado 
em diferentes intensidades aqui, estando 
presente em tres a cinco copies por celula 
neste tumor. Em geral, o gene CCDN1 
pode ser amplificado em aproximadamente 
urn tergo de todos esses tumores, levando 
a aumentos correspondentes na expressao 
da ciclina D1 e resultando em perda do 
controle da fosforilagao da pRb. 
Observagoes similares {nao-mostradas) 
podem ser feitas com celulas de cancer de 
mama. (De K. Feier et al., Cancer Res, 
61:1179-1182, 2003.) 


genes da ciclina D1 (i. e., amplificagao do gene; Figura 8.36). Mais freqiientemente, entre- 
tanto, celulas de cancer de mama adquirem mVeis elevados de ciclina D1 pela alteragao de 
rotas de sinalizagao localizadas upstream (Segao 8.8) que sao normalmente responsaveis pelo 
controle da expressao do gene da ciclina D1. 

Uma tatica alternativa e freqiientemente explorada por celulas cancerosas para desabilitar a 
maquinaria de pRb: elas interrompem a expressao das suas proteinas supressoras de tumores 
pl6iNK4A_ Lembre-se que a protema pital qual sua prima, a proteina piinibe 
a ciclina D-CDK4/6 responsavel pela iniciagao da fosforilagao de pRb. Na ausencia da protema 
pl6iNK4A^ a fosforilagao de pRb ocorre sem um mecanismo de parada resultando em excessi- 
va atividade de cinase da ciclina D-CDK4/6, desregulagao da fosforilagao e inativagao im- 
propria de pRb (veja a Figura 8.35). Individuos que sofrem de uma das formas de melanoma 
familiar herdam versoes defeituosas do gene da pl6'’^*^^*. Nao esta claro por que a perda 
desse inibidor de CDK em particular, que parece operar em todos os tipos de celulas do 
corpo, afeta especificamente melanocitos da pele, que consistem nos precursores normals das 
celulas do melanoma. Em tumores esporadicos (i. e., nao-familiais), celulas cancerosas op- 
tam mais freqiientemente por outra estrategia para perder a fungao de pi— elas meti- 
1am seqiiencias CpG presentes no promotor do gene pi 

Evidencias de uma estrategia ainda mais astuta na desestabilizagao do controle desse circuito 
foram encontradas nos genomas de um pequeno numero de melanomas familiares e esporadicos. 
Nesses canceres, mutagoes pontuais no gene CDK4 (mutagao R24C) criam moleculas de CDK4 
que nao mais sao suscetiveis a inibigao pela familia de moleculas INK4 (i. e., pl5, pl6, pl8 e 
pl9). Enquanto esses varies inibidores de CDKs podem estar perfeitamente intactos e funcionais 
em tais celulas tumorais, seu alvo CDK4 agora esquiva-se deles. Mais uma vez, isso permite a 
CDK4, juntamente com suas parceiras ciclinas D, dirigir as etapas iniciais da fosforilagao de pRb 
de forma desregulada. (Desde que a mutagao R24C cria um alelo dominante da CDK4 [em nivel 
celular], somente uma das duas copias do gene que codifica esta CDK precisa ser mutada para que 
uma celula cancerosa beneficie-se sob o ponto de vista proliferativo.) 

O inibidor de CDK mais critico envolvido na patogenese do cancer pode muito bem ser a 
p 27 Kipi (7omo mencionado anteriormente, p27’^P* esta envolvida na inibigao da atividade 
de complexos da ciclina E-CDK2 (p. ex., veja a Figura 8.15). A medida que as celulas deixam 
o ciclo celular entrando na fase Gg de quiescencia, os niveis da p27’^P' aumentam (Figura 
8.37A). Quando as celulas entram novamente no ciclo celular e avangam em diregao a Gj, os 
niveis de p27’^P' sao reduzidos progressivamente durante o inicio e a metade de Gj e depois 
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decrescem drasticamente durante a fase tardia de Gj pelas a^oes dos complexes ciclina 
E-CDK2. Esses baixos mVeis nao sao criados pela diminui^ao da atividade de transcri 9 ao do 
gene que codifica a p27’^P'. Em vez disso, parece que os nlveis de p27’^P' sao reduzidos pela 
a^ao da protema Skp2, que age em conjunto com Cull e varias outras protei'nas (Figura 
8.37B) para reconhecer e ubiquitinizar p27’^Pb marcando-a para destrui^ao em proteasso- 
mos. De fato, os nlveis declinantes de Skp2 explicam o aumento em p27’^P' a medida que as 
celulas adentram Gg (veja a Figura 8.37A e C). 

A rela^ao inversa entre os nlveis de p27’^P' e aqueles de Skp2 e especialmente aparente em varies 
canceres humanos. Assim, em carcinomas de mama e de boca, bem como em linfomas, os 
nlveis de p27’^P* sao inversamente relacionados com os nlveis de Skp2 (veja, por exemplo, a 
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Figura 8.37 Supressao dos nlveis de por Skp2 Dentre os fatores 

de controle dos nlveis da p27‘<'Pb estao os nlveis do complexo SCF^'^p^, 
que constitui uma ubiquitinina ligase E3 (Barra lateral 7.8) que 
ubiquitina a p27'<'Pb assim marcando-a para degradagao nos 
proteassomos. (A) A medida que celulas normals humanas entram na 
fase Gg de quiescencia, neste caso pela ausencia de mitogenos do 
soro, os nlveis de Skp2 diminuem, permitindo o acumulo da p27'<'Pk 
esta, por sua vez, e responsavel pelo bloqueio das agoes da CDK2, 
que e crltica para o avango pela fase tardia de G^. (B) Skp2 {rosa), que 
e responsavel pelo reconhecimento do substrato p27'<'Pb associa-se a 
varias outras protelnas para formar este complexo. Dentre essas, se 
encontra a Skpl (azu/), a protelna Cull {verde), cuja expressao e 
induzida por Myc (Segao 8.9, Figura 8.28), e a protelna Rbxl 
(vermelho)-, esta ultima liga-se a uma ubiquitina ligase E2 que e 


responsavel pela transferencia de uma moiety da ubiquitina para a 
p27Kipi Qyp agindo como urn suporte mantem os dois extremos do 
complexo afastados 100 Angstroms, que e importante para a 
ubiquitinagao do substrato. (C) Como mostrado nesta figura na mucosa 
oral normal, quando os nlveis da Skp2 estao baixos (a esquerda), os 
nlveis da p27'<'Pi estao altos (a direita) e ajudam a manter as celulas em 
urn estado p6s-mit6tico; a situagao oposta e observada em varies 
canceres [nao-mostrado). (D) A relagao inversa entre os nlveis da Skp2 
e aqueles da p27'^'P' foi distribulda aqui para urn grande numero de 
displasias epiteliais orais e carcinomas. (Relagoes similares, nao- 
mostradas, sao vistas em linfomas e carcinomas colorretais.) (A, de T. 
Bashir et al., Nature 428:190-193, 2004; B, de B. Schulman et al.. Nature 
408:381-386, 2000 e N. Zheng et al. Nature 416:703-709, 2002; C e D, 
de M. Gstaiger, Proc. Natl. Acad. Sc; USA 98:5043-5048, 2001.) 
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Figura 8.37D), com niveis mais altos de Skp2 significando tempo de sobrevida mais curto para 
pacientes. Alem disso, quando os niveis de p27^P' sao medidos nas celulas de carcinomas huma- 
nos de esofago, mama, colorretal e de pulmao, tem-se observado uma correla^ao entre a baixa 
sobrevivencia dos pacientes com os baixos niveis desse inibidor CDK. Em todos esses tumores, 
Skp2 parece agir como uma oncoproteina promotora de crescimento que atua por meio da degra- 
da 9 ao do inibidor de prolifera^ao p27’®Pk Uma pista sobre a fonte dos niveis elevados de Skp2 
vem da pesquisa indicando que a proteina Notch (Se^ao 6.12), que se apresenta hiperativa em 
varios tipos de cancer humano, aumenta a transcri^ao do gene que codifica para Skp2. 

Temos repetidamente lido a respeito do estado hiperativo da cinase Akt/PKB em muitos 
tumores humanos, que e causado por uma variedade de defeitos moleculares, incluindo hi- 
peratividade de receptores para fatores de crescimento, perda da proteina supressora de tu¬ 
mores PTEN e muta^oes em PI3K. Isso tambem tem efeitos sobre o relogio do ciclo celular 
em celulas cancerosas pela redufao dos niveis efetivos de importances inibidores de CDK 
(veja a Eigura 8.15). Ao fosforilar p21‘-‘P* ep27’^Pk Akt/PKB assegura a localiza 9 ao citoplas- 
matica desses dois antagonistas criticos do avan^o do ciclo celular, marginalizando-os. Ao 
mesmo tempo, Akt/PKB pode suprimir a expressao do gene que codifica para p27’^‘P' por 
meio da fosforila^ao de um fator de transcri^ao da familia Forkhead. Este ultimo fator de 
transcrifao serve para reduzir ainda mais as concentrafoes da p27’^P' na celula. 

Na Se^ao 8.9, aprendemos sobre as varias maneiras pelas quais a proteina Myc, operando em 
celulas normals, estende seu dominio sobre o relogio do ciclo celular e aciona varias alavancas 
reguladoras importances. As a^oes da oncoproteina Myc sao possivelmente semelhantes sob 
um ponto de vista qualitativo. A diferen^a entre ambos e, em grande parte e, talvez, total- 
mente, uma questao dos niveis de proteina: em celulas normals, os niveis da proteina Myc 
sao muito dependences de fatores de crescimento mitogenicos extracelulares. Entretanto, em 
varias celulas cancerosas, a proteina Myc e produzida constitutivamente, independentemente 
da entrada de sinais mitogenicos na celula. 

Com essa ideia em mente, podemos deduzir que muitas das perturbances causadas pela proteina 
Myc sao amplificadas nos muitos tipos de celulas cancerosas humanas que carregam tanto onco¬ 
genes myc quanto as versoes oncogenicas de suas primas, 'H-myc e \.-myc. Dentre os muitos produ¬ 
ces induzidos por Myc, as proteinas Id podem muito bem ter a maior importancia fisiologica. Elas 
podem atuar como proteinas inibidoras dominances negativas dos fatores de transcrinao bFILFI. 
Por outro lado, elas podem ligar-se a pRb e inibir seu funcionamento de uma forma que se 
assemelha as a^oes de oncoproteinas virais como o “large T”, E7 e ElA. 

De fato, a proteina Idl expressa ectopicamente pode repor as anoes de liganao da pRb execu- 
tadas pelo antigeno “large T” do virus SV40 em experimentos desenhados para reverter o 
estado quiescence de crescimento da celulas. Tem sido demonstrado que essa proteina Id em 
particular e superproduzida em tumores do endometrio, de cabe^a e pescofo, mama, pan¬ 
creas, esofago e carcinomas cervicais, bem como melanomas e neuroblastomas. Sua expressao 
tem sido positivamente correlacionada com o grau de malignidade e invasibilidade de muitos 
desses tipos de tumores. 

As diversas estrategias geneticas e bioquimicas mostradas na Figura 8.35 tem todas um obje- 
tivo comum - o de devastar e desregular a funnao de pRb, destruindo o rigido controle que 
e normalmente imposto na transinao pelo ponto R. A sele^ao natural darwiniana ocorrendo 
no microcosmo dos tecidos vivos favorece o crescimento alem dos limites de celulas que, por 
varios meios, tiveram sucesso em inativar o mecanismo supressivo exercido por pRb, com 
isso desregulando o processo de transinao pelo ponto R. 


8.13 Sinopse e perspectivas 

Todos os sinais fisiologicos e rotas de sinaliza^ao que afetam a prolifera^ao celular devem, 
mais cedo ou mais tarde, ser conectados de alguma forma as opera^oes do relogio do ciclo 
celular. Ele representa o cerebro da celula — o processador central que recebe sinais aferentes 
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de diversas fontes integrando-os e tomando as decisoes finals com rela^ao a crescimento 
versus quiescencia. No caso deste ultimo, o sistema devera decidir se a safda do ciclo celular 
ativo sera reversiVel. Ligado a esta ultima decisao estao os mecanismos que governam a entra- 
da em programas de diferencia^ao que sao especi'ficos para diferentes tecidos. 

Os componentes centrals do relogio do ciclo celular estao presentes em formas conhecidas 
em eucariotos unicelulares, incluindo o bem estudado fermento de padeiro, o Saccharomyces 
cerevisiae. Organismos unicelulares como este respondem a um mimero significativamente 
menor de sinais externos do que celulas de metazoarios residindo em tecidos complexes. 
Esses simples organismos carecem dos mais de cem tipos de receptores para fatores de cresci¬ 
mento que as celulas de vertebrados apresentam em suas superficies, bem como outros recep¬ 
tores tais como integrinas que nossas celulas usam para sentir e controlar a adesao a matriz 
extracelular. Leveduras nao tern receptores para inibi 9 ao do crescimento, como receptores de 
TGF-P, que desempenham esse papel-chave na economia dos tecidos dos mamlferos. 

Tudo isso explica por que a fia 9 ao periferica que regula o centro da maquinaria do ciclo 
celular de celulas animals foi apenas recentemente adicionada a historia de vida neste planeta — 
talvez ha 600 milhoes de anos quando os metazoarios apareceram. A necessidade de respon¬ 
der a uma ampla variedade de sinais aferentes explica por que tantos m'veis distintos de 
regula 9 ao foram impostos sobre o cerne da maquinaria. Sem esses reguladores acessorios, 
notavelmente os inibidores de CDKs, o cerne da maquinaria nao seria capaz de responder 
aos diversos sinais gerados em celulas metazoarias e que regulam sua prolifera^ao. 

Enquanto essas conexoes entre o meio extracelular e o relogio do ciclo celular estavam sendo 
formadas, outros reguladores cn'ticos tornaram-se integrados a esse complexo circuito. Na 
verdade, a inven^ao dos governadores-chave da progressao por Gj — pRb e suas protei'nas- 
primas, pi07 e pi30 - parece ter ocorrido bem antes do surgimento dos metazoarios: uma 
rota de sinaliza^ao mediada por pRb-E2F envolvida no controle do ciclo celular esta presente 
na Chlamydomonas reinhadtii, uma alga unicelular que esta relacionada aos ancestrais das 
plantas terrestres. Protelnas similares a pRb e E2F estao presentes em vermes e moscas, indi- 
cando sua existencia em metazoarios primitivos. 

Talvez a pRb nao tenha sido a primeira dessas tres protelnas tipo pocket que evoluiu, mas, 
durante a ascendencia dos mamlferos, ela ganhou a primazia em governar a decisao crltica 
feita no ponto R. Essas tres protelnas controlam varios aspectos da decisao a ser tomada pela 
celula entre crescimento ou quiescencia e assim localizam-se upstream do relogio do ciclo 
celular. Ao mesmo tempo, ao afetar a transcri^ao do gene, essas protelnas criam um mecanis- 
mo de acoplamento entre o relogio do ciclo celular e os circuitos localizados downstream e 
que precisam ser ativados para que as celulas executem as complexas mudan^as bioqulmicas 
que as permitem adentrar a fase S. 

Parte do estado de crescimento neoplasico pode ser explicada pela a 9 ao do relogio do ciclo 
celular. Podemos explicar a prolifera^ao descontrolada das celulas cancerosas pela a^ao da 
pRb e das moleculas que controlam seu estado de fosforila^ao. Sem a pRb no controle do 
leme, os requerimentos das a^oes promotoras de crescimento de oncoprotelnas como a Ras 
sao bastante reduzidas, e as celulas avan^am por Gj sem preencher muitos dos pre-requisitos 
que normalmente determinam se a transi^ao pelo ponto R ocorrera ou nao. O casamento 
entre prolifera^ao e bloqueio da diferencia^ao, ainda que nao completamente compreendido, 
parece ser atribulvel as opera^oes de protelnas como Myc, a qual simultaneamente move o 
relogio do ciclo celular a frente atraves de Gj e antagoniza alguns dos principals reguladores 
dos programas de diferencia^ao. 

Talvez surpreendentemente, um importante aspecto do controle proliferativo das celulas opera 
independentemente do relogio do ciclo celular. Como veremos no Capltulo 10, celulas nor¬ 
mals podem softer replica^ao somente por um mimero limitado de vezes antes de perder sua 
habilidade de continuar a proliferar. Celulas cancerosas tern um poder proliferativo ilimitado 
— o fenotipo da imortalidade replicativa. Os aparatos moleculares presentes no interior das 
celulas que registram o mimero de gera^oes de replica^ao pelas quais uma linhagem de celulas 
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passou estao embutidos no DNA cromossomal e nao parecem ser controlados pelos comple¬ 
xes ciclina-CDK que regulam o avan^o pelo ciclo celular. 

Alem disso, outros aspectos do programa de crescimento de celulas malignas nao sao contro¬ 
lados pelo relogio do ciclo celular. As celulas respondem a severe, essencialmente irreparavel 
dano por meio da ativa^ao de seu programa de suici'dio - a apoptose; essa resposta nao parece 
estar conectada diretamente a maquinaria do ciclo celular. Esse programa sera objeto de 
grande parte das discussoes do proximo capltulo. 

Muitas outras peculiaridades do fenotipo da celula cancerosa sao predominantemente uma 
extensao de protei'nas citoplasmaticas como Ras. Inclui'dos aqui estao fenotipos de motilida- 
de celular, mudan^as na morfologia, independencia de ancoragem, altera^oes no metabolis- 
mo energetico e invasibilidade. Esses comportamentos tambem estao fora do controle pelo 
relogio do ciclo celular, o qual exerce sua fun 9 ao no nucleo. 

Apesar da falta de regula 9 ao que o ciclo celular sofre em celulas cancerosas, reconhecemos 
que somente uma pequena por^ao da maquinaria do ciclo celular esta alterada nessas celulas 
- especificamente, aqueles componentes que governam o avan 9 o pela fase Gj do ciclo celular. 
Podemos entender isso ao no tar que a transi^ao pelo ponto R que ocorre no final de Gj 
representa uma decisao cn'tica na vida da celula; essa decisao deve ser desregulada se as celulas 
cancerosas ganharem vantagens proliferativas. Entretanto, uma vez que uma celula tenha 
passado o ponto R e chegado a transi^ao Gj/S, as etapas remanescentes do ciclo celular 
procedem de uma forma pre-programada essencialmente automatica. Da mesma forma, as 
fases S, Gj, e M das celulas cancerosas, que em conjunto representam um extraordinario e 
complexo programa de etapas bioqui'micas e biologicas, lembram as fases do ciclo celular de 
celulas normals. Isso ajuda a explicar um aspecto freqiientemente observado em celulas can¬ 
cerosas: sens ciclos de crescimento e divisao nao sao necessariamente mais curtos do que 
aqueles de celulas normals. Em vez disso, celulas cancerosas continuam a adentrar esses ciclos 
e, assim, continuam a proliferar sob condi^oes que for^ariam celulas normals a interromper 
a prolifera^ao (veja, p. ex., a Figura 7.32). 

Em adi^ao aos reguladores cn'ticos da progressao por Gj, o unico outro componente do 
relogio do ciclo celular que parece ser afetado pelo estado de crescimento maligno e o peque- 
no grupo de protei'nas que servem como controle dos pontos de verifica 9 ao durante as fases S 
e M, notavelmente estas funcionando na transi^ao de Gj/S e durante as fases S e M. Sua 
inativa^ao, que ocorre em alguns tipos de cancer, nao e dirigida ao objetivo imediato de 
desregular a prolifera^ao. Em vez disso, a inativa^ao desses controles do ponto de verifica 9 ao 
serve para desestabilizar o genoma celular, permitindo as celulas cancerosas incipientes gerar 
imimeras permuta^oes do genoma humano normal. Tais celulas e seus descendentes sao en- 
tao particularmente liteis em permitir o crescimento neoplasico. Retornaremos ao tema da 
desestabiliza^ao genomica no Capltulo 12. 

Grandes lacunas nesse cenario ainda permanecem abertas. Ainda nao entendemos realmente 
por que a inativa^ao da pRb e tao importante na cria^ao de celulas cancerosas, ao passo que 
a inativa^ao de suas duas protelnas-primas, pl07 e pi30, parece raramente ser uma priorida- 
de durante o processo de tumorogenese. Nao entendemos como a decisao entre prolifera^ao 
e diferencia^ao e feita na grande maioria das celulas do corpo. Parecem ser relevantes as 
observa 96 es indicando que a pRb interage com varios outros fatores de transcri^ao alem dos 
muito estudados E2Fs. Alguns desses outros fatores de transcri^ao podem governar a expres- 
sao de genes que contribuem com certos programas de diferencia^ao. Ainda nao entendemos 
quantas oncoprotelnas que funcionam como fatores de transcri^ao (Tablea 8 . 2 ) perturbam as 
a 96 es do relogio do ciclo celular. Alem disso, muitos dos conceitos atualmente sustentados 
sobre as a^oes do relogio do ciclo celular como descritas nesse capltulo poderao, um dia, 
requerer uma revisao substancial (Barra lateral 8 . 8 ). 

Apesar de termos lido a respeito dos detalhes do controle do ciclo celular e das varias manei- 
ras pelas quais ele e rompido em muitos tipos de celulas cancerosas, a motiva^ao final por tras 
dessas discussoes e uma necessidade de entender doen^as cllnicas: como essas altera^oes afe- 
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Barra lateral 8.8 Sabemos menos do que pen- 
samos sobre o relogio do ciclo celular Estudos 
de camundongos geneticamente alterados, re- 
portados nos primeiros anos do novo milenio, 
indicam que a descri^ao da maquinaria do ci¬ 
clo celular, como apresentado neste capi'tulo, 
necessitarao ser revisados. For exemplo, em- 
brioes de camundongos mutantes que foram 
privados de ambas as copias de cada um dos 
tres genes de ciclina tipo D (i. e., com um ge- 
notipo Dl'^^ D2r^' D3'^') sao capazes de passar 
pela maioria dos estagios do desenvolvimento 
embrionario, alguns morrendo apenas no 16 - 
dia embrionario. As discussoes neste capitulo 
nao fornecem pista de como as celulas desses 
embrioes tern sucesso em avan^ar por varios 
ciclos de crescimento e divisao sem as ciclinas 
tipo D que dirigem o seu avan9o pela fase Gj 


do ciclo celular. Similarmente, embrioes de ca- 
mundongo que nao tern ambas as copias de 
cada um dos dois genes de ciclina E (i. e., com 
um genotipo E 2 '^') se desenvolvem ate a 
metade da gesta9ao, em que eles mortem por de- 
feitos da placenta; se estes sao resolvidos, entao os 
embrioes podem se desenvolver a termo, mor¬ 
rendo em seguida. Mais uma vez, os modelos exis- 
tentes nao fornecem nenhuma pista de como suas 
cdulas sao capazes de completar as ultimas etapas 
da fase Gj e iniciar a fase S do ciclo celular. Esses 
resultados impressionantes poderiam sugerir as 
opera^oes de um relogio do ciclo celular normal- 
mente latente, possivelmente herdado de nossos 
ancestrais protozoarios, que e capaz de aumentar 
na ocasiao e tomar o comando quando a maqui¬ 
naria mais moderna do ciclo celular de metazoa- 
rios falha em realizar o seu trabalho. 


tam a progressao tumoral e a resposta do paciente? De fato, perdas da fun^ao de pRb podem 
ter efeitos notaveis sobre o comportamento de celulas cancerosas e, por conseqtiencia, sobre 
os tumores. Por exemplo, como indicado na Figura 8.38, mVeis anormalmente altos da cicli¬ 
na E em celulas de carcinoma de mama tern forte valor preditivo de malignidade agressiva e 
resposta desfavoravel por parte do paciente, enquanto baixos m'veis indicam longa sobrevida 
livre da doen^a. Nesse caso, a expressao do RNA mensageiro da ciclina E pode estar elevada, 
e os mecanismos de degrada^ao que normalmente sao responsaveis pela redu^ao dos m'veis da 
ciclina E estao provavelmente comprometidos. Os m'veis de ciclina E excessivamente eleva- 
dos resultantes causam a fosforila^ao de pRb e sua inativa^ao. Observances como essa forne¬ 
cem indicafoes de que o relogio do ciclo celular e, em seu estado normal, um importante 


doenga de estagio III 



0,0 

0 2 4 6 8 10 

anos ap6s o diagndstico 


Figura 8.38 A ciclina E e a progressao do 
cancer de mama Este grafico de Kaplan- 
Meier apresenta a progressao clinica da 
doenga em mulheres com cancer de mama 
em estagio III, Isto e, aqueles apresentando 
tumores primaries relativamente grandes e 
celulas cancerosas em llfonodos reglonals, 
mas sem mestastases detectavels em sitlos 
anatomicos distantes. 0 grafico apresenta 
a fragao de paclentes (ordenadas) que 
ainda estao vivos nos tempos indicados 
ap6s 0 diagndstico inicial {abscissas). (De 
K. Keyomarsi et at, N. Engl. J. Med. 
347:1566-1575, 2002.) 
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bloqueador do desenvolvimento do cancer e, quando desarrumado por varias lesoes, um 
potente agente promotor da progressao do cancer. 

Nossas discussoes sobre a pRb e o controle do ciclo celular sugerem a proeminente importan- 
cia dessa protelna dentre todos os muitos produtos de genes supressores de tumor. De fato, a 
pRb divide essa posi^ao com uma segunda protelna, p53, que tern um papel igualmente 
importante na fisiologia de celulas normais e desenvolvimento do cancer. Em essencia, o 
circuito da pRb lida com as rela^oes entre a celula e o mundo externo. O circuito da p53 tern 
uma fun^ao muito diferente, pois ela monitora o bem-estar interno da celula e permite a 
prolifera^ao e sobrevivencia celular somente se todos os sistemas vitais operantes da celula 
estao funcionando apropriadamente. Como veremos no proximo capltulo, a inativa 9 ao da 
rota de sinaliza^ao da p53 e tao importante ao desenvolvimento de celulas cancerosas quanto 
a desregulaq:ao dos controles que governam a pRb e a transi 9 ao pelo ponto R. 


Conceitos-chave 

• O ciclo celular constitui uma serie de eventos precisamente programados que permitem a 
uma celula duplicar seu conteiido e gerar duas celulas-filhas. Essa serie de eventos e con- 
trolada pela maquinaria que freqiientemente e denominada relogio do ciclo celular. 

• A maquinaria que constitui o relogio do ciclo celular parece operar similarmente em 
todos os tipos de celulas do corpo. 

• O relogio do ciclo celular utiliza uma subfamilia de serina/treonina protelna cinases - as 
cinases dependentes de ciclinas (CDKs) — para executar as varias etapas do ciclo celular. 

• Etapas especlficas do ciclo celular sao controladas pela mudan^a nos m'veis e disponibili- 
dade de ciclinas, que funcionam pela ativa^ao da fun^ao catali'tica de seus CDKs corres- 
pondentes. 

• As ciclinas do tipo D carregam informa^oes sobre os sinais extracelulares mitogenicos ao 
cerne da maquinaria do ciclo celular, ao passo que as ciclinas remanescentes operam em 
um programa pre-determinado, uma vez que a decisao de ultrapassar a fase Gj tenha sido 
tomada. 

• Os controles dos pontos de verifica^ao que operam no decorrer do ciclo celular assegu- 
ram que uma nova etapa na progressao do ciclo celular nao sera alcan^ada antes que a 
etapa anterior tenha sido conclufda. Muitos tipos de celulas cancerosas tern um ou mais 
desses pontos de verifica^ao inativados, o que os ajuda a acumular os genes mutantes e 
cariotipos alterados que propulsionam seu crescimento neoplasico. 

• As decisoes cn'ticas relativas a crescimento ou quiescencia sao feitas na fase Gj do ciclo celular. 
Em celulas normais, a decisao de crescer e replicar requer sinais do meio externo (por isso a 
dependencia dos mVeis de ciclinas D nos sinais mitogenicos). Apos isso, o avan^o atraves das 
outras fases do ciclo celular e relativamente independente dos sinais externos. 

• O ponto de restriqiao R (ponto R) representa um ponto no qual a celula compromete-se, de 
modo irrevogavel, a completar o restante do ciclo celular ou, alternativamente, permanecer 
em Gj e possivelmente recuar do ciclo celular ativo para Gq, o estado de quiescencia. A desre- 
gula 9 ao da maquinaria decisoria do ponto R acompanha a forma^ao da maioria dos tipos de 
celulas cancerosas, uma vez que ela leva a prolifera^ao celular sem restri^oes. 

• A decisao entre crescer ou quiescer e governada pelo estado de fosforila^ao da protelna do 
retinoblastoma, a pRb. As ciclinas D e a ciclina E controlam o grau de fosforila^ao de 
pRb. A hipofosforila^ao da pRb bloqueia a passagem pelo ponto R, enquanto a pRb 
hiperfosforilada permite tal passagem. 

• pRb controla a passagem pelo ponto R por meio da liga^ao ou libera^ao dos fatores de 
transcri^ao E2F associados a promotores de genes que conduzem a celula da fase Gj para 
S. A pRb hipofosforilada liga-se as E2Fs, enquanto a pRb hiperfosforilada as libera. Quando 
oncoprotelnas virais estao presentes, estas mimetizam o estado de hiperfosforila^ao de 
pRb pelo impedimento de sua liga 9 ao as E2Fs. 

• Em celulas cancerosas, mecanismos alternativos operam para assegurar que a prolifera 9 ao 
celular nao sera restringida pela pRb. Muitos desses mecanismos agem hiperfosforilando 
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a pRb e resultam em inativa^ao funcional. Em contrapartida, isso causa a prolifera^ao 
descontrolada dessas celulas. 

• A fun^ao de pRb pode ser perdida de varias maneiras, incluindo; sinais mitogenicos ex- 
cessivos (desde que esses levem a nfveis elevados de ciclinas D, que entao iniciam a inari- 
va^ao da pRb por meio da fosforila^ao); muta^ao do gene Rb\ liga^ao de pRb a uma 
oncoprotema viral (p. ex., HPV E7); e a^oes de oncoprotelnas celulares (p. ex., Myc) que 
desregulam a fosforila^ao da pRb ou diretamente afetam a atividade da pRb. 

• O controle da diferencia^ao celular e casado a regula^ao da progressao do ciclo celular. A 
hipofosforila^ao da pRb e necessaria para interromper a prolifera 9 ao das celulas e facilitar 
sua diferencia 9 ao. Inversamente, outras proteinas regulatorias, como Myc e Ids, agem 
para inibir a diferencia^ao celular. 

• Na maioria dos canceres, a diferencia^ao e parcial ou completamente bloqueada. Em 
geral, quanto mais diferenciadas as celulas constituintes do tumor, menos agressivo e o 
cancer. 


Questoes elaboradas 


1. Por que a fun 9 ao de pRb esta comprometida em tumores hu- 
manos por meio de muta^oes em seu gene enquanto nos genes 
que codificam suas duas protemas-primas, pl07 e pi30, nunca 
foram detectadas muta^oes nos genomas de celulas cancerosas? 

2. Por que os virus de DNA tumorais evolulram em sua habilida- 
de de inativar a fun^ao de pRb? 

3. Como pode a perda de fun^ao de um inibidor de CDK afetar o 
controle do avan^o do ciclo celular? 

4. Que mecanismos moleculares operam para assegurar que, uma 
vez tomada a decisao de avan^ar alem do ponto de restri 9 ao isso 
levara a um comprometimento irreverslvel no sentido de com- 
pletar as bases remanescentes do ciclo celular ate a base M? 


5. Como sao as decisoes de crescer ou permanecer quiescente me- 
canisticamente casadas com as decisoes governando a diberen- 
cia^ao celular? Por que esses dois processos devem ser rigida- 
mente casados? 

6. Como as celulas asseguram que as buncoes de ativa^ao da trans- 
cri^ao dos batores de transcri^ao E2F serao limitadas a uma es- 
treita janela de tempo durante o ciclo celular? O que poderia 
ocorrer se a E2F bosse permitido exercer sua bun^ao continua- 
mente durante o ciclo celular? 

7. De que maneiras a oncoprotema Myc desregula a proliberaQo e 
diberencia^ao? 

8. Por que e importante que o relogio do ciclo celular nunca se 
movimente em sentido inverso? E que mecanismos estao agin- 
do para assegurar que isso nao ocorra? 
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Capitulo 9 


p53 e Apoptose: 
Guardiao e Executor 


“Para examinar as causas da vida, devemos primeiro recorrer a morte.” 

Mary Shelley, Frankenstein, 1831 


“Nao pode haver, entretanto, a minima duvida de que os organismos su- 
periores, como sao agora formados, contenham dentro de si as origens da 
morte.” 

August Weissmann, filosofo de biologia, 1889 


O rganismos metazoarios possuem um interesse vital em eliminar celulas defeituosas 
ou em mau funcionamento de sens tecidos. Em resposta a tal necessidade, os ma- 
mi'feros possuem um fiel guardiao em suas celulas. Dentro de quase todas as celulas dos 
tecidos desses organismos, a protema p53 atua como o representante local de sens inte- 
resses. Ela esta presente para assegurar que a celula mantenha seus componentes em 
ordem. 

Caso p53 receba informa 9 ao sobre uma desordem metabolica ou algum dano genetico 
dentro de uma celula, ela podera deter o avan^o dessa celula por meio de seu ciclo de 
crescimento e divisao e, ao mesmo tempo, coordenar respostas localizadas na cdula em 
questao para facilitar o reparo do dano. Se p53 assimila que a desordem metabolica ou o 
dano ao genoma e muito grave para ser reparado, ela podera decidir emitir sinais que 
desencadeiem o programa suicida normalmente latente das celulas - a apoptose. A con- 
seqiiencia disso e a rapida morte celular. Este evento resulta na elimina^ao de uma cdula 
que, se continuasse em crescimento e divisao, poderia acarretar o comprometimento da 
viabilidade do organismo. 
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Figura 9.1 Antigeno “large T" em oelulas 
transformadas oom SV40. Anticorpos que 
ligam o antigeno “large T" de SV40 (LT) 
podem ser usados para detectar LT no 
nucleo de oelulas tumorais transformadas 
com SV40. No presente case, tais 
anticorpos tern sido utilizados para marcar 
oelulas epiteliais mamarias humanas 
(MFCs) que foram transformadas por 
introdugao da regiao inicial de SV40 
adicionada de outros dois genes. Lima 
imagem similar poderia ser vista caso tais 
anticorpos fossem utilizados para marcar 
oelulas de camundongos transformadas 
com SV40. LT foi detectado por meio da 
ligagao dessas moleculas de anticorpos a 
enzima peroxidase, gerando os pontos 
marrom-escuros. Nesta imagem de urn 
xenoenxerto tumoral, MFCs transformadas 
(vistos nos cortes transversals) formam 
canals, os quais sao circundados por 
oelulas normals do estroma {nucleos azul- 
claros). (Cortesia de T.A. Ince.) 



O programa apoptotico, que pode ser ativado por p53, esta incorporado dentro dos circuitos 
de controle da maioria das celulas pelo corpo. A apoptose consiste em uma serie de mudangas 
celulares distintas que operam para assegurar o desaparecimento de todos os tragos de uma 
celula, ocorrendo, varias vezes, dentro de uma hora antes de sua ativagao inicial. A presenga 
contmua de uma maquinaria apoptotica latente, porem intacta, representa um tratamento 
para uma celula cancerosa incipiente, ja que essa maquinaria e equilibrada para eliminar 
celulas que estao em processo de se tornar neoplasicas. Isso explica por que a agao de p53 
deve ser interrompida antes que um clone de celulas pre-malignas alcance estabilidade dentro 
de um tecido. Sem uma clara descrigao da fungao de p53 e da apoptose, nao temos esperanga 
em entender o componente fundamental do processo que leva a criagao de, virtualmente, 
todos os tipos de tumores humanos. 


9.1 Papovavirus leva a descoberta de p53 

Quando cdulas murinas que foram transformadas com o virus de tumor de DNA SV40, sao 
injetadas em um camundongo com mesma identidade genetica (i. e., um hospedeiro singeneico), 
o sistema imune do hospedeiro reage por meio de uma forte resposta; anticorpos sao produzidos 
e reagem contra uma protelna nuclear que esta presente nas celulas transformadas com o virus, 
nao sendo posslvel detecta-la em celulas murinas normais (Figura 9.1). Essa protelna, o antigeno 
tumoral grande (large T, LT), e codificada por uma regiao do genoma viral que tambem e expressa 
quando o virus infecta e se multiplica dentro de cdulas renais de macaco - celulas hospedeiras que 
permitem que ocorra um ciclo de infecgao completo (ciclo lltico) (Segao 3.4). 

LT e uma protelna multifuncional que o virus SV40 utiliza para perturbar diversos circuitos 
regulatorios distintos dentro de cdulas infectadas e transformadas. Alem disso, LT foi citada 
no capltulo anterior em virtude de sua habilidade em se ligar e inativar funcionalmente pRb 
(Barra lateral 8.4). Soros anti-LT coletados de camundongos e hamsters com tumores indu- 
zidos por SV40 foram utilizados no ano de 1979 para analisar as protelnas presentes em 
celulas transformadas com SV40. Os imunoprecipitados resultantes continham tanto LT 
como uma protelna associada, que exibia uma massa molecular aparente de 53 a 54 IcDa 
(Figura 9.2). O anti-soro reativo com a protelna p53 foi obtido para detecta-la em celulas de 
carcinoma embrionario murino, e, mais tarde, em uma variedade de celulas tumorais de 
roedores e de humanos que nunca haviam sido infectadas por SV40. Entretanto, anticorpos 
monoclonais que reconheceram somente LT imunoprecipitaram a protelna de 53 a 54 kDa 
em cdulas infectadas pelo virus, mas nao em celulas nao-infectadas. 
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Figura 9.2 A descoberta de p53 Fibroblastos de camundongos BALB/c 3T3 
normais (3T3) transformados por SV40 e celulas de carcinoma embrionario (EC) 
de camundongos F9 foram expostos a metionina-^ss, sendo que os lisados 
resultantes foram incubados com soro de hamster normal (N) e antisoro reativo 
de hamster contendo celulas de hamster transformadas com SV40 (T). 0 soro 
anti-tumor imunoprecipitou uma proteina de 94 kDa a partir de celulas 3T3 
infectadas, porem nao a partir de celulas 3T3 nao-infectadas. Em adigao, uma 
segunda proteina que migrou urn pouco a frente do marcador de 54 kDa foi 
imunoprecipitada a partir de celulas 3T3 transformadas com SV40, mas nao em 
celulas 3T3 normais. Alem disso, essa mesma proteina poderia ser 
imunoprecipitada a partir de celulas F9, tendo estas sido ou nao expostas ao 
SV40 {seta). (Estes dados, em particular, nao provam uma associagao fisica de 
LT [proteina de 94 kDa] com p53, mas demonstram que p53 foi uma proteina 
celular que esteve presente em elevadas quantidades em dois tipos de celulas 
transformadas.) (D.l. Linzer e A.J. Levine, Cell 17:43-52, 1979.) 


Juntas, essas observagoes indicam que a proteina LT expressa em celulas transformadas 
com SV40 estava fortemente ligada a uma nova proteina, a qual veio se chamar p53. O 
anti-soro, que reagiu com ambos, LT e p53, detectou p53 em determinadas celulas nao- 
infectadas, notavelmente, celulas tumorais que foram transformadas por mecanismos 
nao-virais, como as celulas de carcinoma embrionario (EC) F9 analisadas na Figura 9.2. 
As ultimas observagoes indicaram que p53 era de origem celular em vez de viral, uma 
conclusao reforgada por um trabalho descrito no mesmo ano, em que celulas murinas 
transformadas por meio de exposigao a um agente quimico carcinogenico tambem ex- 
pressaram p53. 



Essas linbas de evidencias sugerem que a oncoproteina LT atua, ao menos em parte, esco- 
Ihendo proteinas celulares do hospedeiro para ligagao. (A descoberta de que o antigeno “large 
T” tambem e habil em se ligar a pRb, proteina do retinoblastoma, ja data de sete anos). Nos 
anos que se passaram desde as descobertas de 1979, foi observado que uma variedade de 
outros virus de DNA e, pelo menos um, de RNA possuem oncoproteinas especificas que se 
associam a p53 ou que perturbam sua fungao (Tabela 9.1). (Como discutiremos mais adiante 
neste capitulo, e como se torna aparente a partir da Tabela 9.1, esses virus tambem tern como 
alvo pRb e se comprometem em bloquear a apoptose.) 


Tabela 9.1 Virus de tumores que perturbam pRb, p53 e/ou a fungao apoptotlca 


Virus 

Proteina viral que 
tern como alvo pRb 

Proteina viral que tern 
como alvo p53 

Proteina viral que tern 
como alvo apoptose 

SV40 

large T (LT) 

large T (LT) 


Adenovirus 

E1A 

E1B55K 

E1B19Ka 

HPV 

E7 

E6 


Poliomavirus 

large T 

large T ? 

middle T (MTJt' 

Flerpesvirus salmiri 

Ciclina 


v-Bcl-2>'‘ 

HHV-8 (KSHV) 

Ciclina 

LANA-2 

v-Bcl-2,''' v-FLIpe 

HCMV 

IE72' 

IE86 

vlCA,a pULST'i 

HTLV-1 

Epstein-Barr 

Tax' 

EBNA-1i 

LMPI) 


Fungoes como as de Bcl-2 para bloquear a apoptose. 

Ativa PI3K e, entao, Akt/PKB. 

== Relaoionada a ciclinas tipo D. 

Relaoionada a proteina celular antiapoptotica Bcl-2. 

Proteina inibidora da caspase-8 viral (FLICE); bloqueia uma etapa inicial na cascata apoptotlca extrinseca. 

' Interage e inibe pi 07 e, possivelmente, pi 30; pode tambem ter como alvo pRb, para degradagao em 
proteassomos. 

a Liga-se e inibe procaspase-8. 

*' Inibe a via apoptotlca a partir da caspase-8 e antes da liberagao de citocromo c. 

' Induz a sintese de ciclina D2 e se liga e inativa pi 

I LMP1 facilita a ativagao de p52 NF-kB e, dessa forma, induz a expressao de Bcl-2; EBNA-1 atua por meio de 
uma proteina celular, USP7/FIAUSP para reduzir os niveis de p53. 
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9.2 A descoberta de p53 como um gene supressor de tumor 

A transfec^ao de um clone de cDNA de p53 em fibroblastos de embriao de rato (REFs) revelou 
que esse DNA poderia colaborar com o oncogene ras, o qual foi co-transfectado nestas celulas de 
roedores. Tal atividade sugeriu que o gene p53 (o qual algumas vezes e denominado Trp53 em 
camundongos e TP53 em humanos) pode atuar como um oncogene, similar ao oncogene myc, o 
qual foi descrito ser capaz de colaborar com o oncogene ras na transforma^ao de celulas de roedo¬ 
res (veja a Se^ao 11.10). Assim como myc, o cDNA de p53 introduzido pareceu contribuir para 
evidentes sinais indutores de crescimento que acabaram resultando na transforma^ao celular na 
presen^a de um oncogene concomitantemente expresso, ras. 

Porem, as aparencias enganaram. Como se tornou evidente mais tarde, esse cDNA de p53 foi 
originalmente sinterizado utilizando o mRNA extrai'do a partir de celulas tumorais como molde. 
A subseqtieme manipula^ao de um cDNA de p53 clonado em lugar de um mRNA de celulas 
normals revelou que esse clone de cDNA, em vez de favorecer a transforma^ao celular, na verdade 
suprimiu este processo (Figura 9.3). A compara 9 ao das seqiiendas dos dois cDNAs revelou que 
ambos diferem por uma unica substitui^ao de base, uma muta 9 ao pontual, que causou uma 
substituifao de um aminoacido na protema p53. Como conseqiiencia, o clone utilizado inicial- 
mente codificava uma protema p53 mutante com uma fun^ao alterada. 

Esses resultados indicaram que o alelo tipo selvagem de p53 realmente atua na supressao da 
prolifera^ao celular, e que p53 adquire fun^oes para o estfmulo do crescimento celular so- 
mente quando apresenta uma muta^ao pontual em sua fase de leitura. Por meio dessa desco¬ 
berta, o gene p53 foi fmalmente classificado como um gene supressor de tumor. 

No ano de 1987, tornou-se evidente que tais alelos p53 com mutafoes pontuais sao comuns 
nos genomas de uma ampla variedade de celulas tumorais humanas. Dados pesquisados ate o 
ano de 2002 indicaram que o gene p53 esta mutado em 30 a 50% dos canceres humanos que 
ocorrem com mais freqiiencia (Figura 9.4). Alem disso, dentre todos os genes examinados em 
genomas de celulas cancerosas humanas, p53 e o gene mais freqiientemente encontrado com 
muta 96 es, estando presente na forma mutante nos genomas de quase metade de todos os 
tumores humanos. 

Entretanto, analises funcionais adicionais do p53, realizadas posteriormente, tornaram claro 
que p53 nao e um gene supressor de tumor ti'pico. No caso da maioria dos genes supressores 
de tumor, quando o gene e inativado (i. e., por nocaute) homozigoticamente na linhagem 
germinativa de um camundongo (utilizando a estrategia da inativa^ao do gene-alvo descrita 
na Barra lateral 7.10), o resultado foi, quase que invariavelmente, um bloqueio no desenvol- 
vimento embrionario devido a morfogenese desregulada em um ou mais tecidos. Esses genes 
supressores de tumor parecem atuar como reguladores negativos de prolifera 9 ao em uma 
variedade de tipos celulares; sua dele^ao dos circuitos regulatorios das celulas leva, conse- 
qiientemente, a prolifera 9 ao inapropriada de algumas delas e, assim, ao rompimento do de- 
senvolvimento normal. 


Figura 9.3 Efeitos de p53 na transformagao 
celular Um cDNA codificante para um 
oncogene ras foi co-transfectado com 
diversas formas alternativas de cDNA de 
p53 em fibroblastos de embriao de rato 
(REFs). Na presenga de um vetor p53 dt 
mutante, o qual contem uma delegao 
quase completa da fase de leitura de p53 
(esquerda), um pequeno numero de focos 
foi formado. Na presenga de um mutante 
p53 pontual {centra), ocorreu a formagao 
de um grande numero de focos. Entretanto, 
na presenga de um clone de cDNA p53 tipo 
selvagem {direita), nenhum foco formou-se. 
(De D. Eliyahu etal., Nature 312:646-649, 
1984.) 
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Prevalencia de mutagoes de TP53 (como gravado no banco de dados da lARC, R7) 



Figura 9.4 Frequencia de alelos p53 
mutantes em genomas de celulas tumorais 
humanas Como indicado neste grafico de 
barras, os alelos p53 mutantes sao 
frequentemente encontrados nos tumores 
humanos mals comuns. Este conjunto de 
dados Inclul 17.689 mutagoes somaticas de 
p53 e 225 mutagoes de linhagem 
germlnativa que foram relatadas ate junho 
de 2002. As barras Indicam a percentagem 
de cada tlpo de tumor que contem um alelo 
p53 mutante. (A partir de International 
Agency for Research on Cancer, TP53 
genetic variations In human cancer, lARC, 
R7, 2002.) 


% mutada 


Em total contraste, a delegao de ambas as copias do gene p53 da linhagem germlnativa de 
camundongo nao possui efeito evidente no desenvolvimento da grande maioria de embrioes 
p53''\ Alem disso, p53 poderia nao ser considerado como um simples regulador negativo de 
proliferagao celular durante o desenvolvimento normal. Portanto, p53 foi claramente um 
gene supressor de tumor, desde que camundongos sem ambas as copias de p53 da linhagem 
germinativa tiveram um curto tempo de vida (em torno de cinco meses), morrendo, mais 
frequentemente, devido a linfomas e sarcomas (Figura 9.5). Esse comportamento forneceu 
os primeiros indi'cios de que a protema p53 nao atua para transduzir sinais proliferativos e 
anti-proliferativos que continuamente incidem sobre as celulas e regulam sua proliferagao. 
Em vez disso, p53 pareceu ser especializado em prevenir o aparecimento de celulas anormais, 
especificamente aquelas celulas que sao capazes de gerar tumores. 


9.3 Versoes mutantes de p53 interferem na fun^ao 
normal da protema 

As observagoes de freqiientes mutagoes do gene p53 em genomas de celulas tumorais 
sugerem que muitas celulas cancerosas incipientes devem perturbar ou eliminar a fungao 


p53^'* 



Figura 9.5 Efeitos de alelos p53 mutantes 
na linhagem germinativa de camundongo 
Este grafico de Kaplan-Meier indica o 
percentual de camundongos do fenbtipo 
indicado que tern sobrevivido (ordenada) 
em fungao do tempo de vida decorrido em 
dias (abscissa). Enquanto a ausencia da 
fungao de p53 em ratos p537- tern pouco 
efeito em seu desenvolvimento embrionario e 
viabilidade ao nascimento, ela resultou em 
uma alta taxa de mortalidade relativamente 
cedo em relagao ao tempo de vida, 
derivando muito do desenvolvimento de 
tumores como sarcomas e leucemias. Todos 
os homozigotos p537- sucumbiram as 
malignidades em torno de 250 dias de vida 
(linha vermelha), e mesmo heterozigotos 
p53^i' (linha azul) comegaram a 
desenvolver tumores nesse periodo, 
enquanto animals com o tlpo selvagem 
(p53+/+) (linha verde) mostraram 
praticamente nenhuma mortalidade ate 
quase 500 dias de vida. (Adaptada de T. 
Jacks eta/., Curr. Biol. 4:1-7, 1994.) 
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de p53 antes de proliferarem. Isso levantou a questao de com qual precisao essas celulas 
atuam para bloquear a fun^ao de p53. Nesse ponto, surge uma outra anomalia, pois o 
gene p53 nao parece obedecer ao esquema de Knudson para a elimina^ao dupla de genes 
supressores de tumor. For exemplo, a descoberta de que um clone de cDNA codificante para 
uma versao mutante de p53 era capaz de alterar o comportamento de fibroblastos de embriao 
de rato do tipo selvagem (como descrito anteriormente) vai diretamente contra o modelo de 
Knudson de como genes supressores de tumor deveriam atuar (Se^ao 7.3). 

De acordo com o esquema de Knudson, uma celula pre-maligna que esta em evolu 9 ao pode 
somente obter beneficio substancial uma vez que tenha perdido ambas as copias funcionais 
de um gene supressor de tumor que tern retardado sua prolifera^ao. No modelo Knudson, 
tais inativafoes geneticas sao causadas por muta^oes que criam alelos inativos (nulos) e, as- 
sim, recessivos. Portanto, uma celula pre-maligna pode se beneficiar minimamente da ina- 
tiva^ao de uma copia de um gene supressor de tumor — devido a redufao da fun^ao 
efetiva do gene — ou nao, caso a atividade residual especificada pela copia do tipo selva¬ 
gem seja suficiente para mediar a fun^ao normal. Como verificamos no Capi'tulo 7, a 
mudan^a substancial no fenotipo celular ocorre normalmente apenas quando a fun^ao 
de um gene supressor e eliminada por meio de duas mutafoes inativadoras sucessivas ou 
por meio de uma combina^ao de uma muta 9 ao inativadora com um evento de perda de 
heterozigosidade (LOH) (Se^ao 7.4). 

Foi diflcil conciliar o modelo de Knudson com o comportamento observado do cDNA de 
p53 mutante introduzido em fibroblastos de embriao de rato. Os cDNAs de p53 mutantes 
claramente alteraram o fenotipo celular, mesmo essas celulas tendo mantido seu proprio par 
de copias do gene p53 tipo selvagem. Isso significou que o cDNA de p53 mutante introduzi¬ 
do poderia nao estar funcionando como um alelo inativo, recessivo. Em vez disso, pareceu 
que o alelo p53 com muta^ao pontual estava exercendo ativamente algum tipo de fun^ao 
dominante quando introduzido nessas celulas de embriao de rato. 

Outro indfcio vem da analise da seqiiencia de alelos p53 mutantes em diversos genomas de 
celulas tumorais bumanas. Essas analises indicaram que a grande maioria dos alelos p53 
mutantes associados a tumores apresenta muta 96 es pontuais em suas fases de leitura que 
criam codons errados {missense, em ingles) (resultando em substituifoes de aminoacidos) em 
vez de codons sem sentido {nonsense, em ingles) (que causam termina^ao prematura da ca- 
deia polipeptfdica em crescimento). Assim, mais de 15 mil alelos p53 associados a tumores 
tern sido seqiienciados a partir de genomas de celulas tumorais bumanas, dos quais 75% tern 
apresentado tais muta^oes erradas (Figura 9.6). Alem disso, dele^oes de seqiiencias dentro da 
fase de leitura do gene p53 sao relativamente incomuns. Como conseqiiencia, pesquisadores 
cbegam a conclusao de que as cdulas tumorais podem se beneficiar da presen 9 a de uma 
protei'na p53 sutilmente alterada em vez da sua ausencia completa, como ocorreria seguindo 
a cria^ao de alelos nulos por meio de muta^oes sem sentido ou a partir de dele^oes de por^oes 
significativas do gene p53. 

A solu^ao do “quebra-cabe^a” de como a protei'na p53 mutante pode promover a forma^ao 
de celulas tumorais surgiu de duas linhas de pesquisa. Primeiro, estudos na area de genetica 
de leveduras indicaram que alelos mutantes de alguns genes podem ser encontrados, nos 
quais a muta^ao responsavel inativa o funcionamento normal do produto genico codificado. 
Ao mesmo tempo, essa muta^ao confere, ao alelo mutante, a habilidade de interferir nas 
atividades da copia tipo selvagem desse gene na celula ou de obstrui'-las. Alelos desse tipo sao 
denominados dominante-interferentes ou dominante-negativos. 

Um segundo indfcio vem de analises bioqufmicas da protei'na p53, as quais revelaram 
que p53 era uma protei'na nuclear que normalmente existia na celula como um homote- 
tramero, isto e, uma estrutura de quatro subunidades polipeptfdicas identicas (Figura 
9.7A). Em conjunto com o conceito de dominante-negativo, a observa^ao da estrutura 
tetramerica sugeriu um mecanismo pelo qual um alelo p53 mutante poderia interferir 
ativamente no funcionamento de um alelo p53 tipo selvagem sendo expresso na mesma 
celula. 
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Um alelo p53 mutante encontrado em uma cdula humana cancerosa codifica uma forma de 
protema p53 que possui a maioria da fungao normal perdida, porem conserva a sua habilida- 
de em participar na formagao do tetramero. Se tal alelo mutante estivesse coexistindo com 
um alelo tipo selvagem nessa celula, os tetrameros p53 formados poderiam conter misturas 
de protemas p53 mutadas e tipo selvagem em diversas proporgoes. A presenga de somente 
uma protei'na p53 mutante em um tetramero pode interferir no funcionamento deste como 
um todo. A Figura 9.7B ilustra o fato de que 15 das 16 combinagoes igualmente possi'veis de 
monomeros p53 tipo selvagem e mutantes poderiam conter, no mmimo, uma subunidade 
p53 mutante e que poderiam, alem disso, perder alguma ou toda a atividade relacionada a 
um tetramero p53 completamente tipo selvagem. Como conseqiiencia, somente 1/16 dos 
tetrameros p53 formados nessas celulas beterozigotas (as quais apresentam uma copia do 
gene p53 mutado e uma copia selvagem) poderiam ser exclusivamente compostos de subuni- 
dades p53 tipo selvagem e manter sua fungao do tipo selvagem completa. 


Figura 9.6 Natureza das mutagoes p53 (A) 
Como indicado nestes graficos em forma 
de pizza, os alelos p53 mutados 
pontualmente (levando quase sempre a 
substituigoes de aminoacidos; em verde) 
representam a grande maioria dos alelos 
p53 mutantes encontrados em tumores 
humanos, enquanto outros tipos de 
mutagoes sao observados com menos 
frequencia. Em contraste, as mutagoes que 
acometem outros tipos de genes 
supressores de tumor (APC), ou genes 
caretakers envolvidos na manutengao do 
genoma {ATM, BRCA1), representam 
mudangas na fase de leitura {amarelo) ou 
codons sem sentido (azui) na maioria dos 
casos, ambos os quais modificam a 
estrutura, geralmente por meio da criagao 
de versoes truncadas de protetnas; tais 
formas defectivas dessas protetnas sao, 
varias vezes, degradadas rapidamente nas 
celulas. (B) Mais de 15 mil alelos p53 
mutantes tern side sequenciados em 
tumores humanos, dos quais a maioria sao 
mutagoes pontuais. As localizagoes dessas 
mutagoes que se encontram dentro da fase 
de leitura de p53 sao demonstradas aqui. 
Como pode se verificar, a grande maioria 
das mutagoes de p53 (95,1%) afeta o 
dominio de ligagao ao DNA da proteina 
p53. Os numeros acima na figura indicam o 
numero do resfduo de aminoacido. (A, de 
A. I. Robles etai., Oncogene 21:6898-6907, 
2002; B, de K.H. Vousden e X. Lu, Nat. Rev. 
Cancer 2:594-604, 2002.) 


Em uma situagao experimental na qual um clone de cDNA mutante de p53 e introduzido 
por meio de transferencia genetica (transfecgao) em celulas que possuem um par de alelos 
p53 tipo selvagem, a expressao desse alelo introduzido e geralmente direcionada por um 
promotor transcricional altamente ativo, promotor este que e muito mais ativo do que aquele 
que controla a expressao das copias do gene p53 nativo na celula. Como conseqiiencia, em 
tais celulas transfectadas, a quantidade de protema p53 mutante expressa pelo gene introdu¬ 
zido sera muito maior do que a quantidade de proteina normal produzida pelas copias endo- 
genas do gene p53 tipo selvagem da celula. Portanto, muito menos do que 1/16 dos tetrame¬ 
ros p53 em tais celulas serao exclusivamente formados a partir de subunidades p53 tipo 
selvagem. Isso explica como um alelo p53 mutante introduzido pode ser altamente efetivo 
em comptometer virtualmente toda a fungao de p53 em tais celulas. 


A logica descrita anteriormente pode sugerir que muitas celulas bumanas tumorais, as quais 
parecem obter alguma vantagem por meio da perda da fungao de p53, deveriam possuir um 
alelo p53 tipo selvagem e um mutante. Na verdade, na grande maioria das celulas bumanas 
tumorais que sao mutantes no loco p53, esse loco tern sofrido a perda de beterozigosidade (LOH), 
na qual o alelo tipo selvagem tern sido descartado, produzindo uma cdula com dois alelos p53 
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(A) 



Figura 9.7 Mecanismo de mutagoes do 
dominante-negativo de p53 (A) 0 dominio 
de tetramerizagao de p53, composto de 
uma helice a, e demonstrado aqui por meio 
do uso de cristalografia por difragao de 
raios X. Esse dominio geralmente 
permanece intacto nas proteinas p53 
mutantes encontradas em celulas tumorais, 
possibilitando-lhes formar tetrameros com 
outras proteinas p53 mutantes ou com 
moleculas p53 do tipo selvagem. Esse 
dominio tambem permite a p53 formar 
tetrameros misturados com proteinas 
relacionadas; e uma substituigao de 
aminoacido no final da helice, a qual 
desestabiliza os tetrameros, e responsavel 
por uma predisposigao a urn tumor familiar 
raro (Barra laferal 9.5). Os quatro dominios 
de helice ilustrados aqui, cada urn em cor 
diferente, sao montados em dois pares, 
sendo que os pares sao montados em 
angulos retos urn com o outro. (B) A 
proteina p53 normalmente atua como urn 
fator de transcrigao homotetramerico. 
Entretanto, em celulas que carregam urn 
unico alelo p53 mutante, que codifica uma 
proteina estruturalmente modificada, a 
proteina mutante pode manter sua 
habilidade em formar tetrameros, porem 
pode perder sua habilidade em exercer a 
fungao normal de p53. Consequentemente, 
tetrameros misturados, compostos de 
diferentes proporgoes de subunidades de 
p53 tipo selvagem {azuf) e mutantes 
{vermelho) podem ser formados, e mesmo 
a presenga de uma unica subunidade 
proteica mutante pode comprometer o 
funcionamento do tetramero inteiro. 
Portanto, em uma celula que e heterozigota 
no loco p53, 15/16 das subunidades 
podem perder completamente a fungao 
normal. (A, de E. L. DiGiammarino efa/., 

Nat. Struct Biol. 9:12-16, 2002.) 
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mutantes. Assim, nessa celula, uma copia do gene p53 e inicialmente mutada, o que e segui- 
do pela eliminagao da copia tipo selvagem sobrevivente alcangada por meio de algum tipo de 
mecanismo de perda de heterozigosidade. 

Esta claro que em uma mutagao inicial que resulte em um mutante, o alelo dominante nega¬ 
tive (dn) sera o mais utilizado pela celula tumoral incipiente do que um que resulte em um 
alelo nulo, que causa perda total de uma proteina p53 codificada. O alelo dominante negati¬ 
ve pode causar a perda de 15/16 da fungao de p53, enquanto o alelo nulo resultara, no 
maximo, na perda de metade da fungao de p53. (Na verdade, se os niveis da proteina p53 sao 
cuidadosamente regulados na celula, como devem ser, entao o alelo nulo nao causara nenhum 
efeito qualquer que seja a concentragao total de p53 na celula, pois o alelo tipo selvagem 
compensara por meio da produgao de mais proteina tipo selvagem.) 

Entao, por que a eliminagao do alelo p53 tipo selvagem e mesmo necessaria? A resposta 
parece estar no 1/16 da fungao completamente normal do gene p53; mesmo essa pouca 
quantia parece ser mais do que as celulas tumorais necessitam para viver. Assim, sendo 
mais oportunistas, elas langam mao do alelo p53 tipo selvagem remanescente a fim de 
proliferarem melhor. A observagao de celulas-tronco embrionarias geneticamente modi- 
ficadas fornece diversas evidencias para o modo de agao do dominante-negativo de p53 
(Barra lateral 9.1). 


9.4 Moleculas de protema p53 geralmente tern meia-vida curta 

A localizagao nuclear da proteina p53 em muitas celulas normals e neoplasicas sugeriu que 
essa proteina possa atuar como um fator de transcrigao (TF). No minimo tres mecanismos 
foram determinados na regulagao da atividade de fatores de transcrigao. (1) Os niveis do 
fator de transcrigao no nucleo sao modulados. (2) Os niveis de um fator de transcrigao no 
nucleo sao mantidos constantes, porem a atividade intrinseca do fator e impulsionada por 
algum tipo de modificagao covalente. (3) Os niveis de alguns fatores de transcrigao que 
colaboram entre si podem ser modulados. Em alguns casos, todos os tres mecanismos coope- 
ram. No caso de p53, o primeiro mecanismo — mudangas no nivel da proteina p53 — esteve 
inicialmente implicado. A medida dos niveis de proteina p53 indicou que eles poderiam 
variar drasticamente de um tipo celular para outro e, de maneira provocativa, aumentariam 
rapidamente quando as celulas fossem expostas a certos tipos de estresse fisiologico. 

Essas observagoes levantaram a questao de como os niveis da proteina p53 sao modulados pela 
cdula. Muitas mol&ulas proteicas celulares, uma vez sintetizadas, persistem por dezenas ou mes¬ 
mo centenas de boras. (Algumas proteinas celulares, como aquelas que formam as subunidades 
ribossomais em celulas com crescimento exponencial, parecem persistir por muitos dias.) Ainda 
outras proteinas celulares sao muito instaveis metabolicamente e sao degradadas tao logo sintetiza- 
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Barra lateral 9.1 Celulas-tronco embrionarias mutantes demons- 
tram a a 9 ao dominante negativa de alelos p53 mutantes A maioria 
das evidtocias de que alelos p53 mutantes atuam de uma forma do¬ 
minante negativa vem a partir de manipula^ao genetica de celulas- 
tronco embrionarias (ES), nas quais muta^oes pontuais tem sido 
introduzidas nas copias endogenas do gene p53 por meio de uma 
tecnica de recombina^ao homologa (veja a Barra lateral 7.10). Em 
tal experimento, duas mudan^as alternativas de um nucleon'deo ape- 
nas, que causam substitui 96 es de aminoacido no dommio de liga- 
9 ao ao DNA de p53, foram introduzidas no genoma de dois con- 
juntos dessas celulas; essas substitui^oes indicam dois alelos mutan¬ 


tes freqiientemente encontrados em genomas tumorais humanos. 
Em ambos os casos, os alelos mutantes estiveram presentes em uma 
configura^ao heterozigota. 

Essas celulas mutantes demonstraram redu^oes substanciais na fun- 
9 ao de p53. Em contraste, outras cdulas ES que nao possuem uma das 
duas copias do gene p53 (i. e., carregando um alelo nulo de pSS) res- 
ponderam quase como celulas tipo selvagem a determinados estimulos 
fisiologicos que dependem da fun^ao de p53. Evidencias como essas 
proporcionam um peso maior ao argumento de que muitas versoes mu¬ 
tantes de p53 sao capazes de interferir ativamente nas fun^oes da proteina 
tipo selvagem co-expressa. 


das. Uma maneira de distinguir dentre essas alternativas e tratar as celulas com cicloeximida, uma 
droga que bloqueia a smtese proteica. Quando tal experimento foi realizado em celulas com alelos 
p53 tipo selvagem, a proteina p53 desapareceu com uma meia-vida de apenas 20 minutos. Isso 
levou a conclusao de que p53 em geral e uma proteina altamente instavel, sendo degradada por 
meio de proteolise logo apos sua sintese. 

Esse padrao de sintese seguido pela rapida degrada^ao pode parecer ser um “ciclo imitil”, o 
qual seria altamente desperdi^ador para a celula. Por que uma celula deveria investir energia 
substancial e capacidade sintetica para produzir uma molecula de proteina somente para 
destrui-la tao logo tenha sido sintetizada? Comportamentos semelhantes tem sido associados 
a outras proteinas celulares, como Myc (Se^ao 6.1). 

A base de raciocinio desse esquema ostensivo e desperdi^ador de reciclagem rapida da protei¬ 
na e simples: uma celula pode necessitar que o nivel de uma proteina seja rapidamente au- 
mentado ou diminuido em resposta a determinados sinais fisiologicos. Em principio, tal 
modulafao poderia ser alcan^ada por meio da regula^ao do nivel de seu mRNA ou da taxa 
com o qual esse mRNA esta sendo traduzido. Entretanto, modifica^oes mais rapidas nos 
niveis de uma proteina critica podem simplesmente ser alcan^adas pela estabiliza^ao ou de- 
sestabiliza 9 ao desta proteina. Por exemplo, no caso de p53, uma celula pode duplicar a con- 
centra^ao desta proteina em 20 minutos simplesmente bloqueando sua degrada^ao. 

Sob condi^oes normals, uma celula sintetizara continuamente moleculas p53 em uma alta taxa e 
rapidamente ira degrada-la de forma igual. Isso resulta num nivel de “estado estacionario” muito 
baixo da proteina dentro desta celula. Em resposta a determinados sinais fisiologicos, entretanto, 
a degrada^ao de p53 e bloqueada, resultando num rapido aumento dos niveis dessa proteina na 
celula. Esta observa 9 ao leva a questoes adicionais de porque uma celula normal desejaria niveis de 
p53 rapidamente modulados, e quais tipos de sinais fariam uma celula cessar a degrada^ao de p53, 
resultando em niveis rapidamente aumentados desta proteina. 


9.5 Uma variedade de sinais causa a indu^ao de p53 

Durante o inicio dos anos 1990, descobriu-se que varios agentes eram capazes de induzir rapido 
aumento nos niveis da proteina p53. Estes incluiram raios X, radia^ao ultravioleta (UV), certas 
drogas quimioterapicas que danificam DNA, inibidores da sintese de DNA e agentes que des- 
troem componentes dos microtiibulos do citoesqueleto. Apos alguns minutos da exposi^ao de 
celulas a alguns desses agentes, a proteina p53 foi prontamente detectada em quantidades subs¬ 
tanciais em celulas que previamente demonstraram niveis minimos dela. Essa rapida indu^ao 
ocorreu na ausencia de quaisquer modifica^oes nos niveis de mRNA de p53 e comprovou que isso 
nao ocorreu devido ao aumento da transcri^ao do seu gene. Em vez disso, logo se torna evidente 
que os niveis elevados da proteina resultaram inteiramente da estabiliza 9 ao pos-traducional da 
proteina p53 normalmente labil. 

Nos anos que se seguiram, foi observado que uma diversidade maior de sinais fisiologicos 
celulares era capaz de induzir o aumento nos niveis de p53. Dentre estes estava a baixa tensao 
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de oxigenio (hipoxia), a qual ocorre tanto em cdulas normals quanto malignas, que nao tern 
acesso adequado a circula^ao e, assim, ao oxigenio carreado pelo sangue. Ainda mais tarde, a 
introdu^ao do oncogenes myc ou do El A de adenovirus (Se^oes 8.5 e 8.9) dentro de celulas 
tambem foi capaz de causar aumento nos niveis de p53. 

No momento, a lista de estimulos que provocam aumento nos niveis de p53 tern crescido 
bastante. A expressao de niveis mais altos do que os normals do fator de transcri^ao E2F1, a 
ampla demetilacao de DNA cromossomal e um deficit de nucleotideos precursores de DNA 
desencadeiam o aciimulo de p53. A exposi^ao de celulas ao oxido nitrico ou a um meio de 
crescimento acidificado, a deple^ao do pool intracelular de ribonucleotideos e o bloqueio da 
sintese de RNA ou DNA tambem aumentam os niveis de p53. 

Essas observances deixam claro que diversos arranjos de sensores sao responsaveis pelo moni- 
toramento da integridade e do funcionamento de varies sistemas celulares. Quando esses 
sensores detectam um dano ou mau funcionamento, eles enviam sinais a p53 e sens regulado- 
res, resultando em um rapido aumento dos niveis de p53 dentro de uma celula (Figura 9.8). 

Ja era sabido, a partir de outros trabalhos, que os mesmos agentes genotoxicos (i. e., que 
causam danos ao DNA) e sinais fisiologicos que provocam o aumento de p53 atuavam sob 
certas condinoes de uma maneira citostatica, fornando as celulas a parar seu avan^o pelo ciclo 
celular, uma resposta varias vezes ebamada “apreensao do crescimento”. Em outras situanoes, 
alguns desses sinais podem desencadear ativanao do programa apoptotico (suicidio celular). 
Essas observances, quando analisadas em conjunto, mostram um paralelo impressionante: 
agentes toxicos que induziram a apreensao do crescimento ou apoptose foram tambem capa- 
zes de induzir aumento dos niveis de p53. Pelo motive de que tais observances foram inicial- 
mente somente correlanoes, elas dificilmente provaram que p53 estava envolvida, de alguma 
maneira, em fazer com que as celulas entrassem em apreensao de crescimento ou apoptose 
apos a exposinao a estimulos toxicos ou de estresse. 

As demonstranoes defmitivas de casualidade vem de investiganoes detalhadas das funnoes de 
p53. Por exemplo, quando agentes genotoxicos, tais como raios X, provocaram um aumento 
nos niveis celulares de p53, os niveis da proteina p21'-‘Pi (Senao 8.4) aumentaram subse- 
qiientemente; essa indunao esteve ausente em cdulas expressando a proteina p53 mutante. 
Isso sugeriu que p53 poderia parar o avanno do ciclo celular induzindo a expressao desse 
inibidor de CDK amplamente atuante (Figura 9.9). Certamente, as respostas biologicas de 
longo prazo a irradianao foram varias vezes afetadas pelo estado do gene p53 da celula. Assim, 
celulas que apresentavam alelos p53 mutantes mostraram uma baixa tendencia a entrar em 
apreensao de crescimento e apoptose quando comparadas com celulas tipo selvagem que 
foram expostas em paralelo a esse agente (Figura 9.10). 


Figura 9.8 Sinais ativadores de p53 e os 
efeitos upstream desta Estudos da fungao 
de p53 tern revelado que uma variedade de 
situagoes de estresse celuiar fisiologico 
pode causar um rapido aumento nos niveis 
dessa proteina. A proteina p53 resultante 
acumulada sofre, entao, aigumas 
modificagoes pos-traducionais (a serem 
discutidas posteriormente) e passa a 
induzir um numero de respostas. Uma 
resposta citostatica (“apreensao do cicio 
celuiar", varias vezes chamada “apreensao 
de crescimento") pode ser tanto irreversivel 
(“senescencia”) como reversivel (“retorno a 
proliferagao"). Proteinas de reparo de DNA 
podem ser mobilizadas tanto quanto 
proteinas que antagonizam a formagao de 
vasos sanguineos (“bloqueio da 
angiogenese"). Como uma alternativa, em 
determinadas circunstancias, p53 pode 
desencadear apoptose. 
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Juntas, essas varias observa 96 es poderiam set incorporadas em um simples modelo mecani's- 
tico unificado: p53 recebe continuamente sinais de diversos arranjos de sistemas de sobrevi- 
vencia. Se p53 recebe sinais de alarme especi'fico desses monitores, ela induz a parada da 
prolifera^ao celular ou desencadeia o programa suicida apoptotico (veja a Figura 9.8). 

De fato, esses poderes citostaticos e pro-apoptoticos de p53 representam o principal tratamento 
para celulas cancerigenas incipientes que avan 9 am para o estado de crescimento maligno. Inume- 
ras situafoes de estresse, incluindo hipoxia, dano genomico e desequilfbrios nas vias de sinaliza^ao 
que controlam a prolifera^ao celular, sao comumente vivenciadas por celulas cancerigenas durante 
muitos estagios do desenvolvimento tumoral. Na presen 9 a de qualquer uma dessas situa^oes, um 
intacto sistema de alarme funcional de p53 amea 9 a a viabilidade de celulas que seriam cancerige- 
nas. Conseqiientemente, a atividade de p53 deve ser bloqueada ou mesmo completamente elimi- 
nada nessas celulas caso elas sobrevivam e prosperem. 

Isso explica por que a maioria, e talvez todas, das celulas humanas tumorais apresenta sua 
resposta de alarme de p53 parcial ou totalmente inativada. Sem p53 funcional, as celulas 
cancerigenas sao capazes de tolerar hipoxia, danos extensos a sens genomas e profunda desre- 
gula 9 ao de seu circuito controlador de crescimento. Uma vez que uma celula adquira resis- 
tencia a esses fatores normalmente debilitantes, a estrada esta pronta para ela e suas descen- 
dentes continuarem a caminhada para um estado de crescimento altamente maligno. Do 
mesmo modo, celulas normals tambem devem evitar atividade excessiva de p53, ja que isso 
amea^a suas vidas e, desse modo, causa deple^ao das celulas necessarias a manuten^ao das 
fun 96 es normals do corpo. 


9.6 Danos ao DNA e sinais de crescimento desregulados causam 
estabiliza^ao de p53 

Foi observado que tres sistemas de monitoramento, bem estudados, enviam sinais a p53 no even- 
to que eles detectam dano ou sinais de desequillbrio. O primeiro desses sistemas responde a 
quebras de duplas-fitas (ds) no DNA cromossomal, notavelmente aquelas que sao criadas por 
meio de radia^ao ionizante, tais como raios X. Certamente, uma unica quebra de dsDNA ocor- 
rendo em qualquer lugar no genoma parece suficiente para induzir um aumento mensuravel nos 
mVeis de p53. Enquanto as identidades das protelnas que detectam tais quebras permanecem 
desconhecidas, sabe-se que elas transferem sinais para a ATM cinase. (Como descrito posterior- 
mente no Capltulo 12, a deficimcia de ATM leva a doen^a de ataxia telangiectasia e a hipersensi- 
bilidade das celulas a irradia 9 ao X.) ATM, por sua vez, transfere seus sinais para a ATR cinase 
(relacionada a ATM), a qual e capaz de fosforilar p53 sozinha; a ATM tambem parece ser capaz de 
fosforilar diretamente p53. Essa fosforila^ao de p53 a protege da destrui^ao. 

Uma segunda via de sinaliza^ao e ativada por uma ampla variedade de agentes que danificam 
o DNA, incluindo algumas drogas quimioterapicas e radia^ao UV; certos inibidores de cina- 
ses proteicas tambem estimulam essa via. Isso depende da ATR cinase (ver anteriormente) 
encaminhar sinais a caselna cinase II (CKII), a qual, por sua vez, fosforila p53. 

Uma terceira via que leva a ativa^ao de p53 e desencadeada por sinais aberrantes de crescimento, 
notavelmente aqueles que resultam na desregula^ao da via de controle do ciclo celular pRb-E2F. 


Figura 9.10 Genotipo de p53 e respostas celulares a irradiagao Timocitos 
(leucocitos derivados do timo) de camundongos tipo selvagem demonstraram 
uma perda de 80% da viabilidade durante as 25 horas que se seguiram a 
irradiagao X {verde), enquanto timocitos provenientes de camundongos 
heterozigotos p53+F (com um alelo tipo selvagem e outro nuio) demonstraram 
similar perda de viabilidade (vermelho). Em contraste, timocitos preparados a 
partir de camundongos homozigotos p53’F mutantes exibiram menos que 5% 
de perda da viabilidade durante esse periodo de tempo {azul). Em todos os 
casos, a perda de viabilidade foi atribuida a apoptose. (De S. W. Lowe et al ., 
Nature 362: 847-849, 1993.) 
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Figura 9.9 indugao de p53 e p2U'Pi apos o 
dano ao DNA A exposigao de celuias a 
raios X serve para aumentar fortemente os 
niveis de p53. Uma vez presente em altas 
concentragoes (8, 24 horas) e 
funcionalmente ativada (nao mensurado 
aqui), a proteina p53 induz a expressao da 
proteina p2U'P‘' (Segao 8.4). Esta, por sua 
vez, atua como um potente inibidor de CDK 
dos complexes ciclina-CDK que sao 
ativados nas fases G1 (final), S, G2 e M e 
pode ainda atuar a fim de parar a 
proliferagao celular em qualquer dessas 
fases do ciclo celular. A proteina actina 
presente em todas as amostras esta 
incluida como “controle quantitative’’ para 
assegurar que quantidades iguais de 
proteina foram adicionadas as tres 
canaletas do gel antes da eletroforese. 
(Cortesia de K. FI. Vousden.) 
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Barra lateral 9.2 Luz solar, p53 e can¬ 
cer de pele A proteina p53 permanece 
como um importante guardiao contra o 
cancer de pele provocado pela luz solar. 
Na ocasiao em que o genoma de um 
queratinocito na pele sofre extensos da- 
nos por meio da radia^ao ultravioleta B 
(UV-B), a proteina p53 rapidamente 
desencadeara sua morte celular por apop¬ 
tose. Uma manifesta^ao disso e a desca- 
ma^ao extensiva da pele varies dias apos 
a exposifao ao sol. Ao mesmo tempo, a 
exposi^ao ao UV-B pode causar a muta- 
fao e inativa^ao funcional de um gene 
p53 dentro de um queratinocito. Isso e 
indicado pelo fato de que alelos p53 
mutantes encontrados em carcinomas 
celulares humanos escamosos de pele 
varias vezes ocorrem em sltios de dipiri- 
midina - precisamente os sltios nos quais 
os raios UV-B induzem a forma^ao de 
liga0es cruzadas pirimidina-pirimidina 
(veja a Se^ao 12.6). Tais alelos p53 mu¬ 
tantes tambem podem ser encontrados 
externamente na pele normal que tern 
sofrido danos solares cronicos. Uma vez 
que a fun^ao de p53 e comprometida 
por essas muta^oes, os queratinocitos 
podem ser capazes de sobreviver a sub- 
seqiientes exposi^oes a irradia^ao UV-B, 
pois a apoptose nao tardara muito a ser 
desencadeada por sua proteina p53. Tais 
celulas p53 mutantes podem, dessa for¬ 
ma, adquirir alelos mutantes adicionais, 
que juntos possibilitam a forma^ao de 
um carcinoma celular escamoso. Interes- 
santemente, camundongos que nao pos- 
suem copias funcionais do gene p53 em 
todas as celulas tambem respondem a 
exposi^ao ao UV-B por meio do desen- 
volvimento de melanomas oculares - 
tumores de celulas pigmentadas do 
olho tumores similares sao suspeitos 
de serem causados em humanos pela ex- 
posi^ao ao UV. 


Essa via nao e dependente de cinases intermediarias para induzir o aumento dos nlveis de 
p53 e sinaliza^ao. Os mecanismos pelos quais outras situa^oes de estresse fisiologico e dese- 
quillbrios, tais como hipoxia, desencadeiam o aumento nos nlveis de p53 ainda permanecem 
pouco entendidos. 

Essas vias convergentes de sinaliza^ao revelam uma profunda vulnerabilidade da celula ma- 
mlfera. Esta tern confiado a uma linica proteina — p53 — a tarefa de receber sinais de observa¬ 
tories que estao encarregados de monitorar uma ampla variedade de importantes sistemas 
fisiologicos e bioqulmicos intracelulares (Figura 9.8). O afunilamento desses diversos sinais a 
uma linica proteina parece representar um elegante e economico desenho do circuito de 
sinalizaq;ao celular. Porem, isso coloca as celulas em uma desvantagem maior, desde que a 
perda de sua linica proteina do circuito regulador da celula resulta na perda catastrofica da 
capacidade desta em monitorar o seu proprio bem-estar e responder com contramedidas 
apropriadas quando alguns sistemas operacionais nao funcionam bem. 

Em um determinado curso (na verdade, os dois eventos que causam a inativa 9 ao sucessiva 
das duas copias do gene p53), a celula torna-se cega a muitos de seus proprios defeitos. 
Entretanto, ela ganha a habilidade de continuar a prolifera^ao ativa sob circunstancias que 
normalmente causariam a parada desta ou o desencadeamento da morte apoptotica. Em 
adi^ao, como aprenderemos brevemente, a perda do reparo do DNA e das fun^oes que esta- 
bilizam o genoma, promovidos pela proteina p53, deixara descendentes de uma celula p53'^', 
mais provavelmente para adquirir muta^oes adicionais e avan^ar mais rapidamente a malig- 
nidade (p. ex., veja a Barra lateral 9.2). 


9.7 A batalha de Mdm2 e ARF sobre o destine de p53 

Os diversos sinais de alarme que implicam sobre p53 possuem um efeito comum — causam 
um rapido aumento nos nlveis dessa proteina. Pesquisadores tern come^ado a entender como 
essa dramatica mudan^a e alcan^ada. Assim como um amplo arranjo de outras protelnas 
celulares, as moleculas da proteina p53 sao degradadas pela ubiquitina - sistema proteasso- 
mo. Como descrito na Barra lateral 7.8, protelnas que sao destinadas a serem degradadas por 
esse sistema sao inicialmente marcadas pelo acoplamento covalente de cadeias laterals de 
poliubiquitinas, as quais transportam as protelnas aos proteassomos, onde estas sao digeridas 
em oligopeptldeos. O ponto de controle crltico, nesse processo, e a marca^ao inicial. 

A degrada^ao de p53 em celulas normals, nao-perturbadas, e regulada por uma proteina 
chamada Mdm2 (em celulas de camundongo) e Hdm2 (em celulas humanas). Essa proteina 
reconhece p53 como um alvo que deveria ser ubiquitinilado logo apos sua slntese e, assim, 
ser marcada para destrui 9 ao (Figura 9.11). Mdm2 foi inicialmente identificada como uma 
proteina codificada por cromossomos de duplo minuto presentes em celulas de sarcoma 
murino {mouse double minutes). Subseqiientemente, descobriu-se que o homologo humano 
do gene mdml e freqiientemente amplificado em sarcomas. Em muitos tumores humanos de 
pulmao, Mdm2 (como a chamaremos) e superexpressa por meio de mecanismos que perma¬ 
necem desconhecidos. 

Como e o caso com outros oncogenes, pareceu, primeiro, que a amplifica 9 ao do gene mdm2 
(indicado pela presen 9 a de muitas partlculas cromossomais de duplo minuto em celulas tu- 
morais; veja a Figura 1.12) forneceu alguma vantagem proliferativa imediata, direta, as celu¬ 
las tumorais. Somente muito tempo depois da proteina Mdm2 ter sido identificada e que 
seu papel como agente de destrui 9 ao de p53 se tornou aparente. De fato, os efeitos 
detalhados exercidos por Mdm2 em p53 sao sutilmente mais complexos do que como 
indicado anteriormente. 

Como aprenderemos a seguir, p53 atua como um fator transcricional; a liga 9 ao de Mdm2 a 
p53 bloqueia imediatamente a capacidade de p53 de realizar sua fun^ao. Depois disso, Mdm2 
direciona a liga^ao de uma molecula de ubiquitina a p53 e a exporta^ao desta do nitcleo 
(onde p53 realiza a maior parte de seu trabalho) para o citoplasma; a subseqiiente poliubiqui- 
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tila^ao de p53 assegura sua rapida degrada^ao em proteassomos citoplasmaticos (veja a Figu- 
ra 9.11). As contfnuas e altamente eficientes a^oes de Mdm2 asseguram a curta meia-vida de 
20 minutos de p53 em celulas normals, nao-perturbadas. 

Em algumas circunstancias — especificamente, quando celulas estao sofrendo determinados 
tipos de estresse ou dano —, moleculas de protei'na p53 devem ser protegidas de seu executor 
Mdm2, de maneira que possam ser acumuladas em m'veis funcionalmente significativos na 
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Figura 9.11 Controle dos niveis de p53 por 
Mdm2 Apos o aumento das concentragoes 
de p53 em resposta a determinados sinais 
fisiologicos {nao-mostrado), os tetrameros 
de p53 ligam-se aos promotores de urn 
grande grupo de genes-alvo, os quais tern 
sua transcrigao induzida [acima). Dentre os 
genes induzidos esta mdm2\ isso resulta 
em urn grande aumento de seu mRNA e de 
proteina l\/ldm2 (direita). Uma vez 
sintetizadas, moleculas de Mdm2 ligam-se 
a subunidades de proteinas p53 e 
desencadeiam a ubiquitilagao destas e sua 
exportagao ao citoplasma, onde serao 
degradadas nos proteassomos. Essa retro- 
alimentagao negativa assegura que os 
niveis de p53 finalmente retornem a urn 
baixo nivel e, em celulas nao-perturbadas, 
ajuda a manter os niveis de p53 bastante 
baixos. 


Figura 9.12 Domlnios especializados de 
p53. (A) A proteina p53 liga-se ao DNA por 
meio de seu domlnio central de ligagao a 
DNA {amarelo, verde). Este e ligado por 
Mdm2 (veja a Figura 9.11) em urn pequeno 
domlnio proximo a sua extremidade 
N-terminal, onde seu domlnio de 
transativacao (envolvido na ativagao da 
transcrigao) tambem esta localizado. A 
fosforilagao de residues de aminoacidos de 
p53 nesta regiao ipirulitos vermelhos; nem 
todos estao indicados) bloqueia a ligagao 
de Mdm2 e salva p53 da ubiquitilagao e 
degradagao. Em sua extremidade 
C-terminal, urn domlnio de oligomerizagao 
(cinza; veja a Figura 9.7A) permits a 
formagao dos tetrameros. Proximo a 
extremidade C-terminal tambem se 
encontram sinais de localizagao nuclear 
(NLS, vermelho), que permitem sua 
importagao para o nucleo, assim como 
sequencias de aminoacidos que regulam 
sua ligagao ao DNA. 0 domlnio rico em 
prolina (azu/) proximo da extremidade N- 
terminal contribui para as fungoes pro- 
apoptoticas de p53. (B) 0 uso de 
anticorpos anti-p53 permits a 
imunoprecipitagao de complexos p53-DNA 
presentes na cromatina de celulas 
humanas (procedimento ChIP). Analises 
sofisticadas de sequencia de fragmentos 
de DNA nos precipitados levaram a 
identificagao de 452 sitios aos quais p53 se 
liga no genoma humano. A sequencia 
consenso de DNA a qual p53 se liga e 
mostrada nesta figura, em que o tamanho 
relative de cada letra indica o quao 
frequents uma base de DNA foi encontrada 
na posigao indicada no sitio de ligagao. (A, 
de D. E. Eisher, ed. Tumor Suppressor 
Genes in Human Cancer. Totowa, NJ: 
Flumana Press, 2000; B, a partir de C. L. 
Wei, Ceil 124: 207-219, 2006.) 
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celula. A prote^ao varias vezes e alcanpada por meio da fosforila^ao de p53, a qual bloqueia a 
capacidade de Mdm2 de se ligar a p53 e desencadear sua ubiquitilapao. Mais especificamen- 
te, a fosforila^ao de p53 em residues de aminoacidos de seu dommio N-terminal (Figura 
9.12) por cinases como ATM, Chkl, e Chk2 (as quais se tornam ativadas em resposta ao 
dano a DNA) altera o dommio de p53 que e normalmente reconhecido e ligado por Mdm2, 
e, assim, previne a associapao desta com p53 (Figura 9.13). Ao mesmo tempo, a ATM cinase 
pode fosforilar Mdm2 de uma forma que cause sua inativapao funcional. Como conseqtien- 
cia dessa fosforilapao de ambas, p53 e Mdm2, esta ultima falha em iniciar a ubiquitilapao de 
p53, e, entao, p53 escapa da destruipao e tern sua concentrapao rapidamente aumentada na 
celula. Uma vez presente em quantidades substanciais, p53 e postada a recrutar uma serie de 
respostas downstream, a serem discutidas a seguir. 


Note que Mdm2 atua aqui como uma oncoprotema, porem uma cujo mecanismo de apao e 
muito diferente daqueles das varias oncoprotemas que encontramos nos Capi'tulos 4, 5 e 6. 
Estas funcionam como componentes de cascatas de sinais mitogenicos e, assim, induzem a 
proliferapao celular mimetizando os sinais normalmente desencadeados pela ligapao de fato- 
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Figura 9.13 Controle dos niveis de p53 por diversas cinases (A) 0 cicio de sintese e destruigao de p53 
indicado na Figura 9.11 pode ser modulado por uma serie de reguladores. Cinases sensiveis a dano ao 
DNA, tais como ATM e ATR, atuando direta ou indiretamente por meio de Chk2, podem fosforilar p53 
{centra) no seu dominio N-terminal (veja a Figura 9.12), que previne a ligagao de Mdm2 {dourado, no 
centra a esquerda). Ao mesmo tempo, a fosforilagao de moleculas de Mdm2, realizada por essas 
cinases, bloqueia a sua habilidade de se associar a p53 {centra). Essas alteragoes salvam p53 da 
ligagao mediada por Mdm2, da ubiquitilagao e da destruigao em proteassomos {abaixo a esquerda) que 
poderiam ocorrer. Atuando de maneira oposta, determinados sinais de sobrevivencia (como aqueles 
transportados por fatores de crescimento mitogenicos), agindo por meio dos fatores de transcrigao AP-1 
e Ets, colaboram com p53 para promover a expressao do gene Mdm2 {centra a direita), resultando no 
aumento do mRNA e na sintese proteica de Mdm2 {abaixo a direita). Esses sinais de sobrevivencia 
tambem ativam a Akt/PKB cinase, a qual fosforila e ativa as moleculas Mdm2 ja sintetizadas em outro 
sitio {abaixo). A proteina resultante Mdm2 ativada entao realiza sua ligagao a p53 e desencadeia a 
ubiquitilagao desta e sua posterior destruigao mediada por proteassomos {abaixo, a esquerda). 
(Recentes evidencias sugerem que p53 se torna monoubiquitilada no nucleo e poliubiquitilada no 
citoplasma.) (B) A estrutura da interface em que p53 e Mdm2 interagem tern side revelada por 
cristalografia de raios X. 0 dominio interativo de p53 e mostrado como urn modelo amarelo de espago 
preenchido que inclui os residues 18 a 27 de p53, enquanto a superficie do bolsao complementar de 
Mdm2 e mostrada como urn emaranhado de fio azul. A fosforilagao de p53 por cinases como Chk2, 

ATM e ATR previne essa interagao, poupando p53 da ubiquitilagao mediada por Mdm2 e subsequente 
degradagao. (B, de R Ff. Kussie etai., Science 274: 948-953, 1996.) 


res de crescimento a seus receptores. Em contraste, Mdm2 atua antagonizando p53 e, dessa 
forma, previne a entrada de uma cdula na apreensao do cicio celular, entrando em um estado 
estacionario de crescimento conhecido como senescencia, ou no programa suicida apoptoti- 
co. Entretanto, o resultado final e o mesmo: as agoes de ambas, oncoprotemas e Mdm2, 
favorecem o aumento no numero celular. 


A atividade e os mVeis da proteina Mdm2 sao afetados, ainda, por outros sinais positivos e 
negativos. A via de sinalizagao que favorece a sobrevivencia celular por meio da ativagao da 
via da PI3 cinase (PI3K) leva, por meio da Akt/PBK cinase, a fosforilagao de Mdm2 (em um 
sitio diferente daquele alterado pela ATM cinase descrito anteriormente) e a translocagao 
resultante de Mdm2 do citoplasma ao nucleo, onde esta e postada a atacar p53 (veja a Figura 
9.13). Em virtude de PI3K, sozinha, ser ativada por Ras e por receptores de fatores de cresci¬ 
mento, viemos a pensar que a via de sinalizagao mitogenica influencia, de fato, Mdm2 e, 
assim, p53, embora indiretamente. Ao mesmo tempo, a ativagao da via de sinalizagao mito¬ 
genica Ras^Raf— fMAPK leva, por meio dos fatores de transcrigao Ets e AP-1 (Eos + Jun), a 
transcrigao bastante elevada do gene mdm2, resultando em altos niveis de mRNA e proteina 
Mdm2 (veja a Figura 9.13). Esses niveis elevados de proteina Mdm2 amplificam a ativagao 
induzida por fosforilagao de Mdm2 alcangada pela via de sinalizagao PI3K—^Akt/PKB. Fi- 
nalmente, todos esses efeitos convergem na supressao dos niveis da proteina p53. 

Ainda um outro mecanismo que afeta Mdm2 tern sido revelado por meio da descoberta de um 
antagonista de Mdm2, que e chamado plSP^ em celulas de camundongo e pi4^^ em celulas 
humanas. Uma analise eficiente de seqiiencia levou a descoberta de ARE, como a chamaremos 
daqui por diante. Seu gene codificante foi originalmente descoberto em celulas de camundongo 
como um gene do qual as seqiiendas estao intercaladas com aquelas que especificam pio 
importante inibidor das cinases CDK4 e CDK6 que iniciam a fosforilagao de pRb (Segao 8.4). 

Por meio do uso de um promotor transcricional localizado 13 quilobases upstream do pro¬ 
motor de pl6*’^’^^*e de um programa de splicing alternativo, um mRNA e produzido e 
codifica uma fase de leitura alternativa (ARE, do ingles alternative reading frame), a estrutura 


P^^NK4A 





Figura 9.14 0 gene codificante de pi 
e pi 4/19''^^'^ A analise do gene pi 
{vermelho) tern revelado que este 
compartilha seu segundo exon com um 
segundo gene codificando uma proteina de 
19 kDa em camundongos e 14 kDa em 
humanos. 0 gene codificante desta 
proteina pi 4/19 utiliza um promotor 
transcricional alternativo {seta azul, a 
esquerda) localizado a mais de 13 kb 
upstream daquele utilizado por pl6"^'<''* 
{seta vermelha, centra)-, pela razao de que a 
tradugao de seu mRNA utiliza uma fase de 
leitura alternativa {forquilha) presente nesse 
exon 2 {vermelho, azul), a proteina 
resultante e, entao, o gene, vem a se 
chamar p19'^^'^ (ou em humanos p14*F"^). 

Os padroes de splicing de RNA sao 
indicados pelos sinais de intercalagao que 
conectam os diversos exons de dois genes 
intercalados. As caixas indicam exons, 
enquanto as areas preenchidas dentro de 
cada exon indicam fases de leitura. (De C. 
Sherr, Genes Dev. 12: 2984-2991, 1998.) 
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da protei'na ARE (Figura 9.14). A expressao for^ada de um cDNA codificante para ARE em 
celulas de roedores tipo selvagem causou uma forte inibi^ao da prolifera^ao celular. Entretan- 
to, essa inibi^ao nao foi observada quando o cDNA de ARE foi expresso em celulas que nao 
apresentavam a fun^ao tipo selvagem de p53. Isso indicou que os poderes inibidores de cres- 
cimento de ARE dependem absolutamente da presen^a de p53 funcional nessas celulas. 

Investiga^oes adicionais revelaram que, em celulas tipo selvagem, a expressao de ARE causa 
um rapido aumento dos m'veis de p53. Agora entendemos os mecanismos moleculares que 
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Figura 9.15 Controle da apoptose por ARF (A) A proteina pi humana (p19*^'^erri 
camundongos), denominada ARF na figura [azul-claro, acima), e capaz de se associar a I\/Idm2 
{dourado) no nucleoplasma de celulas e arrastar Mdm2 para os nucleolos {acima, a direita). Uma 
vez sequestrada no nucleolo, Mdm2 nao e mais capaz de atacar p53 e, assim, faze-la de alvo para 
destruigao por ubiquitilagao (afaa/xo, a direita). Assim, elevados niveis de ARF causam aumento dos 
niveis de p53. (B) Uma variedade de sinais oncogenicos favorece a apoptose por meio de suas 
habilidades em induzir a atividade de E2F, o que leva, por sua vez, ao aumento da expressao de 
ARF. Dentre esses fatores, estao incluidas as oncoprotelnas E1A de adenovirus, Myc (=c-Myc) e 
Ras. Isso sugere que essa via de sinalizagao tern evoluldo para eliminar celulas que apresentam, 
dentre outros defeitos, sinalizagao excedente de E2F ativa. (C) Uma cbpia do gene que codifica 
pi 9*^'^ tern sido inativada na linhagem germinativa de camundongos por meio de sua substituigao por 
uma seqijencia que codifica GFP {green fluorescent protein). Esses camundongos {ARF+i^'''^, linha 
vermeiha) e camundongos tipo selvagem (ARF+/+, linha verde) foram cruzados com outros que 
carregavam um transgene E|t-myc, o qual causa o desenvolvimento de linfomas de celula B (tambem 
descritos na Figura 9.22). 0 camundongo ARF+fS'"'’ E|t-myc desenvolveu tumores letais muito mais 
rapidamente do que aqueles que apresentavam somente o transgene E|t-myc, e as celulas desses 
tumores perderam seus alelos ARF tipo selvagem remanescentes. Assim, na ausencia da fungao de 
ARF, os efeitos pro-apoptoticos de um oncogene myc (B) sao amplamente perdidos, permitindo 
que seus efeitos proliferativos dominem e direcionem a formagao do tumor. (B, cortesia de P J. 
laquinta e J. A. Lees; C, de F. Zindy ef a/., Proc Nati. Acad. Sc/. USA 100: 15930-15935, 2003.) 
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explicam como essa resposta acontece. A protei'na ARF liga-se a Mdm2 e inibe a agao desta, 
aparentemente por meio do seqiiestro de Mdm2 no nucleolo - estrutura nuclear que e gran- 
demen te devotada a produzir subunidades ribossomais (Figura 9.15A). 

Uma vez Mdm2 sendo desviada para longe de suas interagoes com p53, esta escapa da ubi- 
quitilagao mediada por Mdm2 e subseqiiente destruigao e, alem disso, acumula-se rapida- 
mente em altos mVeis na celula. O inimigo de um inimigo e um amigo: ARF pode induzir 
rapidos aumentos dos mVeis de p53, porque sequestra e inibe o destruidor de p53, Mdm2. 

De forma importante, em celulas normais, nao-estressadas, Mdm2 deve poder exercer seu 
papel na manuten 9 ao dos baixos mVeis de p53. Por outro lado, p53 podera alcan^ar mVeis 
intolerantemente altos e inapropriadamente cessar a proliferagao celular ou induzir a apopto- 
se (Barra lateral 9.3). 

A serie de antagonistas indicados na Figura 9.15 faz de ARF uma aliada de p53 e, como esta, 
uma protema supressora de tumor. Em muitos tumores humanos, a inativagao do loco 
pl^iNK4A/pij^ARF p^j. rnutagao genetica ou metilagao hipergenetica do promotor pode ser 
verificada. Uma vez que uma celula tenha perdido a atividade de ARF, ela perde a capacidade 
de bloquear a fungao de Mdm2. Como conseqiiencia, Mdm2 fica livre para direcionar a 
degradagao de p53, e a celula e privada das atividades de p53 por esta nao poder ser acumu- 
lada em mVeis funcionalmente significativos. Como ARF exerce um papel fundamental no 
aumento dos mVeis de p53 em muitos contextos celulares, isso significa que o gene pl4^^, 
assim como o gene que codifica o seu alvo, p53, e um gene supressor de tumor extremamente 
importante. Alem disso, parece provavel que muitas das celulas cancerosas humanas que 
retem copias do gene p53 tipo selvagem tenham eliminado a fun^ao de p53 por meio da 
inativagao de suas duas copias do gene que codifica ARF. Finalmente, deveriamos notar que 
a co-localizagao dos genes e pl4^^ (veja a Figura 9.14) representa, ainda, uma 

outra concentragao de poder que cria uma vulnerabilidade adicional para celulas normais 
(Barra lateral 9.4). 


9.8 ARF e a apoptose mediada por p53 protegem contra o 
cancer por meio do monitoramento da sinaliza^ao 
intracelular 

O papel influenciador de ARF em aumentar os mVeis de p53 levanta a questao de como a 
propria ARF e regulada. Nessa etapa, aprendemos algo altamente relevante a partir de nossa 
discussao sobre a via de pRb no Capi'tulo 8, e a partir do fato de que as celulas mami'feras sao 
bastante sensiVeis aos mVeis de atividade de E2F1 maiores do que o normal. Na verdade, uma 


Barra lateral 9.3 Mdm2 e p53 estao 
presas em um agarramento mortal As 
a^oes antagonistas de Mdm2 e p53 sao 
destacadas por meio dos resultados de 
inativa^ao de ambas as copias do gene 
mdm2 nos genomas de embrioes de ca- 
mundongos. Estes morreram muito cedo 
na embriogenese, ostensivamente por 
causa dos mVeis aumentados de p53 nas 
celulas embrionarias ate m'veis fisiologi- 
camente intoleraveis, prevenindo a pro- 
lifera^ao normal das celulas embriona¬ 
rias ou causando sua morte. Como dis- 
cutido anteriormente (Se^ao 9.2), a ina- 
tiva 9 ao de ambas as copias do gene p53 
nao provoca efeitos no desenvolvimen- 
to embrionario. Entretanto, quando 
ambas as copias dos genes sao inativadas 
em um embriao de camundongo (resul- 
tando no genotipo Mdm2'^^p53'^'), o de- 
senvolvimento ocorre de forma perfei- 
tamente normal. Em conjunto, esses re¬ 
sultados indicam que os efeitos profun- 
damente destrutivos da inativa^ao do 
gene Mdm2 podem ser totalmente atri- 
bm'dos a atividade de p53 e que podem 
ser completamente revertidos pela remo- 
9 ao desta protei'na. Tal resultado claro e 
nao-ambiguo e raramente observado em 
experimentos desse tipo, ja que a maioria 
dos genes e protei'nas exerce miiltiplos efei¬ 
tos que fazem com que os resultados de 
experimentos dramaticamente simples 
como este sejam bastante incomuns. 


Barra lateral 9.4 As celulas de mami'feros tern colocado muitos ovos em uma cesta? A descober- 
ta do loco genetico o qual e inativado por meio de um mecanismo em cerca da 

metade de todos os tumores humanos, levanta uma instigante questao: por que as celulas mami'¬ 
feras investiram em um unico loco cromossomal com o poder de codificar duas protei'nas que 
regulam as duas vias supressoras de tumor mais importantes, aquelas de pRb e p53? A deleqao 
desse linico loco resulta na perda simultanea da regulaqao normal de ambas as vias. Como foi o 
caso com a propria p53, um enorme poder tern se concentrado nas maos de um linico loco 
genetico. 

Colocar dois ovos vitais em uma linica cesta genetica parece muito atrevimento da celula 
mami'fera, ja que isso causa sua vulnerabilidade a dois tipos de desregula^ao por meio da perda de 
um linico gene. Para piorar a situa^ao, o gene que codifica outro importante regulador 

da fosforikfao de pRb (Se^ao 8.4), esta intimamente ligado ao loco , na verdade 

tao proximo que todos esses elementos geneticos sao varias vezes perdidos por meio da dele^ao de 
somente cerca de 40 kb de DNA cromossomal. Ainda temos que discernir o entendimento racio- 
nal desse arranjo genetico. Talvez nao exista nada, e, talvez, a evolu^ao dos mamiferos tenha 
produzido um projeto nao tao bom de uma parte da maquinaria regulatoria celular. 
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celula parece monitorar o nfvel da atividade desse fator de transcri^ao em particular (talvez 
junto com aqueles de E2F2 e E2F3) como uma indica^ao de se o seu circuito pRb esta 
funcionando apropriadamente; nlveis excessivamente altos dos fatores de transcri^ao E2F 
ativos fornecem um sinal intrigante de que a fun^ao de pRb falhou. 


A evolu^ao tern criado diversas formas para eliminar celulas que apresentam muita atividade 
de E2F e, por implica^ao, tern perdido o controle proprio de pRb (Figura 9.16). A atividade 
de E2F1 coordena a expressao de um mimero de genes que codificam protelnas que partici- 
pam diretamente do programa apoptotico. Dentre esses, estao inclui'dos genes que codificam 
caspases (tipos 3, 7, 8 e 9), protelnas relacionadas a Bcl-2 pro-apoptotica (Bim, Noxa, PUMA), 
Apaf-1, e a ‘prima’ de p53, p73; essas protelnas colaboram para direcionar as celulas a apop¬ 
tose. Aprenderemos sobre elas mais tarde. 

Em adi 9 ao, o programa apoptotico dependente de p53 e freqiientemente desencadeado pela 
alta atividade de E2F. Ele revela que o gene/>7^^^carrega uma seqiienda de reconhecimento 
a E2F em seu promotor. De uma maneira que ainda permanece sem entendimento, altos 
nlveis nao-comuns de atividade de E2F1 ou E2F2 induzem a transcri 9 ao do mRNA de pi 4^^. 
A protelna ARF logo entra em cena e bloqueia a a^ao de Mdm2. A protelna p53, entao, e 
acumulada e desencadeia, por sua vez, a apoptose (veja a Figura 9.15A, B), levando a cascata 
de sinaliza 9 ao configurada abaixo: 

pRb — I E2F —^ ARF —i Mdm2 —i p53 apoptose 


Figura 9.16 Indugao de apoptose mediada 
por E2F1 0 estado apoptotico das ceiulas 
pode ser monitorado por um separador 
celuiar ativado por fiuorescencia (FACS), o 
qual, neste caso, e utilizado para medir o 
tamanho individual das celulas ou 
fragmentos subcelulares [abscissa) e o 
numero de celulas de um dado tamanho 
(ordenada). Nesse experimento, o fator de 
transcrigao E2F1 (E2F, verde) foi fusionado 
a proteina receptora de estrogenic (ER) 
(vermelho), fazendo com que a atividade de 
E2F1 dependesse da presenga de 
tamoxifen (0F1T), um ligante de ER. Na 
ausencia deste ligante ipaine! superior), o 
fator E2F1 e sequestrado no citoplasma; sob 
essa condigao, quase todas as celulas em tal 
populagao apresentam um tamanho de 
aproximadamente 100 (arbitrario) unidades 
(com 2,44% possuindo um tamanho menor). 
Entretanto, quando o tamoxifen e adicionado 
nessas celulas [painel inferior, cfrcuio roxo), 
NLS e exposta, e a proteina de fusao 
contendo E2F1 e importada para o nucleo e 
se torna ativada, resultando na expressao de 
um conjunto de genes, dentre eles os que 
possuem efeitos pro-apoptoticos. Como 
resultado, uma proporgao significativa de 
celulas (32,06%) agora apresenta um 
tamanho menor do que as celulas normals 
saudaveis, indicative de sua fragmentagao 
durante o processo de apoptose. (De T. 
Flershko e D. Ginsberg, J. Bioi. Chem. 279: 
8627-8634, 2004.) 


Essa via, operando junto com os diversos sinais pro-apoptoticos independentes de p53 cita- 
dos anteriormente, acompanha o objetivo de eliminar celulas que nao apresentam a fungao 
correta de pRb. Tal apoptose iniciada por E2F parece explicar por que embrioes de camun- 
dongos que tern sido privados de ambas as copias de seu gene Rb morrem no meio da gesta- 
gao devido a excessiva proliferagao e concomitante apoptose de alguns tipos celulares crlticos, 
incluindo aqueles envolvidos na eritropoiese (formagao de celulas sangulneas vermelhas) e na 
fungao placentaria. 

A descoberta do papel crltico de ARF no controle da fungao de p53 sugeriu a possibilidade 
de que a fungao de ARF e eliminada por uma variedade de estrategias moleculares durante a 
formagao do tumor. Tal eliminagao pode conferir a celulas cancerosas os mesmos beneflcios 
daqueles resultantes da mutagao do gene p53. De fato, a regulagao da transcrigao do gene 
pl 4 ARF £ igualmente complexa e, por isso, suscetlvel a erros por meio de uma variedade de 
alteragoes. 
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Em resumo, ja que a perda do controle de pRb dentro da celula representa um grave 
perigo ao tecido circundante, as celulas sao postadas a desencadear a apoptose sempre 
que a desregula^ao de E2F1 ocorra. Essas conexoes entre a atividade de E2F1 e a apop¬ 
tose sugerem outra ideia ainda especulativa: a grande maioria das celulas que sofre perda 
do controle de pRb nunca continua a gera^ao de clones de descendentes pre-neoplasicos 
ou neoplasicos, pois essas celulas sofrem apoptose tao logo elas perdem esse importante 
mecanismo de controle. 

Consistente com essa logica, estao algumas das propriedades conhecidas dos oncogenes ElA 
e myc. Ambos desregulam o controle de pRb e sao altamente eficientes na indu^ao da apop¬ 
tose. Lembre que a oncoprotei'na ElA de adenovirus liga-se e efetivamente sequestra pRb e 
suas “primas”. Myc, por sua vez, puxa alavancas regulatorias do relogio do ciclo celular que 
asseguram que pRb seja inativada por meio de fosforila 9 ao (Se 96 es 8.5 e 8.9). 

Muitos estudos da fun^ao do oncogene myc indicam que este exerce ambas as fun 96 es, mito- 
genica e pro-apoptotica. Certamente, os efeitos pro-apoptoticos do oncogene myc sao tao 
fortes que e altamente provavel que a maioria das celulas que o adquirem sao rapidamente 
eliminadas por meio de apoptose. Na ocasiao, o programa apoptotico pode ser enganado ou 
inativado, e somente assim as a 96 es mitogenicas de myc se tornariam aparentes. 

Como exemplo, quando um oncogene myc torna-se ativado no tecido linfoide de um camun- 
dongo, ele provoca um aumento substancial na prolifera^ao celular. Entretanto, nao existe 
nenhum aumento no niimero celular, uma vez que as novas celulas formadas sao rapidamen¬ 
te perdidas por apoptose. Caso uma das celulas que apresentam o oncogene myc inative 
subseqiientemente suas copias do gene p53, entao a apoptose induzida por myc e diminui'da, 
e a prolifera^ao celular coordenada por esse gene leva a um aumento no pool de celulas linfoi- 
des mutantes. Como pode se esperar a partir da organiza^ao da via descrita anteriormente, 
um efeito similar atua no camundongo que apresenta somente um linico gene^/f^^funcio- 
nal (veja a Figura 9.15C). 

Essas discussoes sugerem que a apoptose induzida por E2F funciona unicamente como 
um mecanismo anti-cancer designado a eliminar celulas pre-neoplasicas nao desejadas. 
Entretanto, uma pesquisa com camundongos geneticamente modificados comprovou 
que os mecanismos fisiologicos normals tambem dependem da apoptose induzida por 
E2F para remover celulas extras que nao sao necessarias para o desenvolvimento do sis- 
tema imune normal. 


9.9 p53 atua como um fator de transcri^ao que para o avan^o do 
ciclo celular em resposta ao dano no DNA e que tenta 
auxiliar no processo de reparo 

A protema p53 possui um dominio de liga^ao ao DNA (veja a Figura 9.12A) com uma 
afinidade para ligar um motive de seqtiencia composto de Pu-Pu-Pu-C-A/t-T/a-G-Py-Py-Py 
repetido duas vezes em tandem (em que Pu representa os nucleoti'deos purinicos A ou G, 
enquanto Py representa os nucleoti'deos pirimidinicos G ou T; A/t representa um sltio no 
qual A ocorre mais freqiientemente que T; e T/a denota um sltio em que T ocorre mais 
freqiientemente que A). Foi observado que entre 0 a 13 nucleotldeos com uma seqiiencia 
aleatoria separam essas duas seqiiencias de reconhecimento arranjadas em tandem (veja a 
Figura 9.12B). Esse motivo de seqiiencia esta presente nos promotores ou Introns iniciais de 
varios genes-alvo downstream, cuja expressao e induzida (ou reprimida) por p53. 

Na verdade, os poderes ativadores de transcri^ao do tetramero p53 dependem de, mais do 
que simplesmente, do reconhecimento e liga 9 ao dessa seqiiencia dentro de um promotor. 
Alem disso, um complexo arranjo de modifica^oes covalentes de p53 deve ocorrer, varias 
afetando o dominio C-terminal dessa protelna. Estas incluem acetila^ao, glicosila^ao, fosfo- 
rila^ao, ribosila^ao e sumoila 9 ao (envolvendo o acoplamento de grupos acetil, a^ucares, fos- 
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fato, ribose e sumo, respectivamente, este ultimo sendo um peprideo como a ubiquitina, que 
aparece para encaminhar protemas para localiza^ao a si'tios intracelulares especlficos, varias 
vezes no micleo; veja a Figura 9.35). Essas modifica^oes provavelmente afetam a capacidade 
de p53 em interagir fisicamente com outros fatores de transcri^ao que modulam seus poderes 
transcricionais. Na verdade, parece que intera 96 es combinatoriais de p53 com esses outros 
fatores determinam as identidades dos genes-alvo especlficos que sao ativados em varias cir- 
cunstancias por p53. 

Significativamente, como descrito na Figura 9.6B, a grande maioria (> 90%) dos alelos p55 
mutantes encontrados nos genomas de celulas tumorais humanas codifica substitui^oes de 
aminoacidos no domlnio de liga 9 ao ao DNA de p53. As protemas p53 defectivas resultantes, 
sendo incapazes de se ligarem aos promotores dos genes-alvo downstream, tern, conseqiiente- 
mente, perdido a habilidade de medlar a maioria, senao todas, das multiplas fun^oes de p53. 

Como sugerido anteriormente, um alvo extremamente importante do fator de transcri^ao 
p53 e o gene Mdm2. Como conseqiiencia, quando ativa como um fator de transcri^ao, p53 
incentiva a slntese de Mdm2 — o agente de sua propria destrui^ao (veja a Figura 9.11). Isso 
cria um mecanismo de retroalimenta^ao negativa que geralmente funciona para assegurar 
que moleculas de p53 serao degradadas tao logo tenham sido sintetizadas, resultando em 
nlveis muito baixos de estado estacionario de protelna p53, observados em celulas normals. 

As opera^oes dessa retroalimenta^ao p53-Mdm2 explicam um aspecto estranho do compor- 
tamento de p53. Em celulas cancerosas humanas que possuem alelos p53 mutantes, defecti- 
vos, a protelna p53 esta quase invariavelmente presente em altas concentra^oes (p. ex., veja a 
Figura 9.17), em contraste a sua ausencia virtual em celulas normals. A primeira vista, isso 
pode parecer paradoxal, uma vez que os nlveis de uma protelna supressora de crescimento 
como p53 pareceriam ser incompatlveis com prolifera^ao celular maligna. 

O paradoxo e resolvido pelo fato de que, como mencionado anteriormente, a grande maioria 
das mutafoes que afetam o gene p53 causa a perda dos poderes ativadores transcricionais da 
protelna. Como conseqiiencia direta, p53 torna-se incapaz de induzir a transcri^ao de Mdm2 
e, entao, a slntese desta protelna. Na ausencia de Mdm2, p53 escapa da degrada^ao e acumu- 
la-se em nlveis bastante altos. Isso significa que muitos tipos de celulas cancerosas humanas 
acumulam altas concentra 96 es de moleculas p53 essencialmente inertes. 

Essa logica explica por que a presen^a de p53 prontamente detectavel em uma popula^ao 
de celulas tumorais, geralmente revelada por meio de imunocolora 9 ao (veja a Figura 
9.17), e um sinal indicador da presen 9 a de um alelo p53 mutante no genoma dessas 


Figura 9.17 Acumulo de p53 em celulas 
p53 mutantes Esta secgao microscbpica de 
tecido ovariano foi marcada com um 
anticorpo anti-p53, o qual esta acoplado a 
enzima peroxidase, resultando no nucleo 
escurecido visto aqui. Grandes manchas 
de celulas epiteliais no carcinoma ovariano 
(acima) sao compostas de celulas que 
apresentam altos nlveis de p53; uma 
mancha de displasia tambem e positive 
para p53 {centra, a esquerda). Celulas do 
estroma {pequenos nucleos pretos, matriz 
rasa, abaixo) nao se encontram marcadas, 
como e a mancha da superficie epitelial 
ovariana normal (OS£, abaixo, a direita). 
(Cortesia de R. Drapkin e D. M. Livingston.) 
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Tabela 9.2 Exemplos de genes-alvo para p53 de acordo com sua funpao* 


Classe de genes 

Nome do gene 

Funpao do produto genico 

Antagonista de p53 

MDM2/HDM2 

induz a ubiquitilagao de p53 

Genes de bloqueio de crescimento 

p2iOpi 

inibidor de CDKs, DNA polimerase 


Siah-1 

auxilia degradapao de p-catenina 


U-3-30 

sequestra ciciina B-CDC2 no citopiasma 


Reprimo 

interruppao de Gj 

Genes de reparo de DNA 

p53R2 

ribonucieotideo redutase - biossintese de precursores de DNA 


XPE/DDB2 

NER global 


XPC 

NER global 


XPG 

NER, global TCR 


GADD45 

NER global? 


DNA pol K 

DNA polimerase com tendencia a erros 

Reguladores de apoptose 

BAX 

proteina de poro mitocondrial 


PUMA 

proteina de poro mitocondrial BFI3-only 


NOXA 

proteina de poro mitocondrial BFI3-only 


P53AIP1 

dissipa 0 potencial de membrana mitocondrial 


Killer/DR5 

receptor de morte da superficie celular 


PIDD 

proteina de dominio de morte 


PERP 

proteina transmembrana pro-apoptotica 


APAF1 

ativador de caspase-9 


NF-kB 

fator de transcripao, mediador da sinaiizapao do TNF 


Fas/APOl 

receptor de morte 


PIG3 

controie da oxidapao/redupao mitocondrial 


PTFN 

reduz os niveis de PIPjantiapoptotica 


Bcl-2 

(repressao de) sua expressao 


IGF-1R 

(repressao de) sua expressao 


IGFBP-3 

proteina sequestradora de IGF-1 

Proteinas antiangiogenicas 

TSP-1 (trombospondina) 

antagonista da angiogenese 


* Nesta tabela, a expressao dos genes e induzida per p53, a menos que indicado de outra maneira. 


cdulas. (Tal conclusao, porem, nao pode ser obtida a partir da analise de urn tecido 
humano que tenha sido recentemente irradiado, pois a radiapao tambem pode provocar 
a ampla expressao de p53 atraves de urn tecido por dias, ou mesmo semanas, apos a 
radioterapia.) A mesma logica explica as grandes quantidades de protema p53 em celulas 
infectadas ou transformadas com SV40, nas quais o seqiiestro de p53 pelo antfgeno “large 
T” (LT) viral previne a expressao do gene Mdm2 induzida por p53 e a resultante degra- 
dapao de p53 (veja a Figura 9.1). 

Mdm2 e somente um do grande conjunto de genes cuja expressao e induzida por p53 (Tabela 
9.2). Como verificamos na discussao anterior, um outro gene-alvo de grande importancia e o 
p 2 lCipi (algumas vezes chamado Cdknla em camundongos), que observamos anteriormente 
como um inibidor de CDK de ampla apao (Sepao 8.4). Sua indupao explica as apoes citosta- 
ticas (em vez das pro-apoptoticas) de p53. De fato, o gene que codifica p21‘-'P' foi original- 
mente descoberto por meio de uma estrategia de procura molecular designada para encontrar 
genes cuja expressao e aumentada por p53. Logo apos sua descoberta, tornou-se evidente que 
p 2 iCipi a(^ava como um importante inibidor de uma variedade de cinases dependentes de 
ciclina (CDKs). Assim, a capacidade de p21^‘P' de inibir duas CDKs - CDK2 e CDC2 — 
que estao ativas no fim das fases Gj, S, G 2 e M do ciclo celular, explica como p53 e habil em 
bloquear o progresso em muitos pontos nesse ciclo. 

Essa informapao tambem proporciona indfcios dos papeis fisiologicos realizados por p53 na 
vida de uma celula. Por exemplo, se o DNA cromossomal de uma celula deveria softer algum 
dano durante a fase Gj do ciclo celular, p53 se tornaria ativada, tanto pelo rapido aumento 
de sua concentrapao como pelas modificapoes pos-traducionais que Ihe permitem atuar efeti- 
vamente como um fator de transcripao. Dessa forma, p53 induziria a smtese de p21‘-'P^ e 
esta, por sua vez, pararia a proliferapao celular. 

Ao mesmo tempo, componentes da maquinaria de reparo do DNA celular seriam mobiliza- 
dos para reparar o dano. Alguns destes sao diretamente induzidos por p53. Isso e sugerido 
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por observa^oes de que determinadas protemas de reparo de DNA sao mobilizadas mais 
efetivamente em celulas que possuem alelos p55 tipo selvagem do que naquelas com alelos 
p53 mutantes. Por exemplo, celulas que nao possuem p53 funcional sao incapazes de reparar 
eficientemente as lesoes no DNA causadas por benzo(a)pireno (um potente carcinogenico 
presente em piches) e os di'meros de pirimidina-ciclobutano causados por radia^ao ultravio- 
leta (UV). Alem disso, a DNA polimerase [3, a qual exerce um importante papel na recons- 
tru^ao das fitas de DNA apos bases quimicamente alteradas terem sido retiradas por protei- 
nas de reparo do DNA, e muito menos ativa em celulas p53 negativas do que em suas contra- 
partes tipo selvagem (veja a Tabela 9.2). Retornaremos a essas protemas de reparo de DNA e 
seus mecanismos de a^ao no Capi'tulo 12. 

No momento em que o DNA e reparado com sucesso, os sinais que tern protegido p53 da 
destruifao desaparecerao. A conseqiienda disso e que os m'veis de p53 entram em colapso e 
os de p 21 ‘-‘P' continuam adaptados. Isso permite a progressao do ciclo celular ate o recome- 
90 , permitindo que as celulas entrem na fase S, na qual ocorrera a replica^ao do DNA. 

O raciocmio para essa serie de passos e simplesmente um: por meio da parada da progressao 
do ciclo celular em Gj, p53 previne a entrada de uma celula na fase S, e, de forma nao- 
intencional, a copia de DNA ainda nao-reparado. Tal processo de copia, se ocorrido, levaria 
uma celula a passar seqiiencias de DNA mutantes a uma ou ambas de suas filbas. A impor- 
tancia dessas a^oes citostaticas de p 21 ‘^‘Pi pode ser verificada a partir do fend tipo de camun- 
dongos geneticamente modificados nos quais ambas as copias de linhagem germinativa do 
gene p21^‘P^ foram inativadas. Apesar de nao serem tao tendenciosos a tumores quanto ca- 
mundongos nulos para p53, eles demonstram uma incidencia aumentada de tumores mais 
tarde em sua vida. Esse fenotipo moderado e o que podemos esperar, uma vez que p 21 ^‘pi 
medeia algumas, mas nao todas, as atividades supressoras de tumor de p53. 

Caso uma celula que sofreu dano no DNA ja tenha avan^ado para a fase S e, conseqiiente- 
mente, esteja no meio da ativa replica^ao de seu DNA, a protema p 21 ^‘P\ induzida por p53, 
pode acoplar a maquinaria da DNA polimerase na forquilha de replica^ao e parar seu avan^o 
pelas moleculas de DNA molde. (Isso e realizado prevenindo a ativa^ao da DNA polimerase 
5, centralmente importante.) Mais uma vez, o objetivo aqui e manter a replica^ao do DNA 
em suspensao ate que o dano tenba sido reparado com sucesso. 

A protei'na p53 ainda utiliza outros genes e protemas para impor uma parada adicional no 
avan^o do ciclo celular. Por exemplo. Slab, o produto de um outro gene induzido por p53, 
participa na degrada^ao de P-catenina; esta auxilia na indu 9 ao da sfntese da ciclina Die, 
assim, na progressao atraves da maior parte da fase Gj do ciclo celular (Se^ao 8.3). A perda de 
P-catenina tambem pode causar uma diminui 9 ao na transcri 9 ao do gene myc, o qual, por sua 
vez, pode retardar a progressao atraves das diversas fases do ciclo celular em adi^ao a seus 
efeitos no avan^o de Gj (Se^ao 8.9). 

Dois outros genes que sao ativados por p53 codificam as protemas 14-3-3C e Reprimo 
(veja a Tabela 9.2), as quais auxiliam a governar a transi 9 ao Gj/M. A protei'na 14-3-3C, 
por sua parte, sequestra o complexo ciclina B-CDC2 no citoplasma, prevenindo a movi- 
menta^ao deste para o micleo, onde suas a 96 es sao necessarias para direcionar a celula a 
mitose. Esse mecanismo mantem a mitose em suspensao ate que o DNA cromossomal 
esteja reparado. 

Essas varias a^oes de p53 tern retratado esta protema como a “guardia do genoma”. Pelo fato 
de prevenir o avan^o do ciclo celular e a replica^ao do DNA enquanto o DNA cromossomal 
esta danificado e pela indu^ao da expressao de enzimas de reparo de DNA, p53 pode reduzir 
as taxas nas quais muta^oes sao acumuladas nos genomas celulares. Inversamente, celulas que 
apresentam perda da fun^ao de p53 podem proceder na replica^ao do DNA com dano, ainda 
nao-reparado, podendo causar a elas, por sua vez, genomas relativamente mutaveis, ou seja, 
genomas que acumulam muta^oes em um mdice anormalmente alto por gera^ao celular. Em 
situafoes em que danos graves ao DNA tern sido mantidos (i. e., danos que sobrecarregam as 
fun^oes de reparo de DNA das celulas), p53 pode desencadear apoptose. 
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Em um experimento particularmente ilustrativo, camundongas prenhas p53*^' que foram 
cruzadas com machos p53*^~ foram tratadas com o carcinogeno altamente mutagenico etilni- 
trosoureia (ENU). No total, 168 filhotes nasceram. Destes, 70% dos filhotes p53'^' (que 
foram expostos a esse carcinogeno dentro do utero) desenvolveram tumores cerebrals, 3,6% 
dos fdhotes p53*^' tambem desenvolveram e nenhum dos nascidos p53*^* mostraram evidencias 
de forma^ao de tumores cerebrals. Portanto, na ausencla da fun^ao de p53, celulas fetals que 
foram mutadas por ENU podem sobrevlver e gerar a progenle que forma esses tumores letals. 

A ausencla de p53 resulta no acumulo de altera 96 es genomlcas multo mals slgnlficatlvas do que 
muta^oes pontuals causadas por ENU. Por exemplo, quando fibroblastos de camundongos sao 
desprovldos da fun^ao de p53, eles apresentam indices bastante aumentados de perda e dupllca- 
fao cromossomal (atrlbui'dos, ao menos em parte, a perda de pontos de checagem G 2 /IVI) e tam¬ 
bem apresentam altos numeros de delegdes intersticiais, ou seja, dele^oes que envolvem a perda de 
um segmento mlcroscoplcamente vlslvel de dentro do brafo de um cromossomo. 


9.10 p53 freqiientemente conduz para o programa de morte 
apoptotica 


Como Indlcado dlversas vezes neste capltulo, p53 pode optar, sob certas condlfoes, por de¬ 
sencadear uma resposta multo mals drastlca do que a parada reversi'vel do avan^o do clclo 
celular. Em resposta a masslva anoxia (prlva^ao extrema de oxlgenlo), dano genomlco essen- 
clalmente Irreparavel ou desequlllbrlos graves de slnallza^ao, p53 desencadeara a apoptose. 
Inlclaremos, agora, a explora^ao do programa apoptotlco em mals detalhes. 

As mudan^as celulares que constltuem o programa apoptotlco bmclonam de acordo com um 
preclso esquema coordenado. Dentro de mlnutos, partes da membrana plasmatlca formam em 
um filme, a partlr de fotos tlradas em dlferentes tempos, hernias para formar estruturas conhe- 
cldas como piistulas; na verdade, como nos filmes, a superflcle celular parece estar fervendo 
(Flgura 9.18A). O nucleo colaba em uma estrutura densa - estado chamado plcnose (Flgura 
9.18B) - e fragmenta (Flgura 9.18E) a medlda que o DNA cromossomal e cllvado em peque- 
nos segmentos (Flgura 9.18C). Outras mudan^as em outras partes da celula tambem podem ser 
observadas (Flgura 9.18D e E). Flnalmente, em geral dentro de uma bora, a celula apoptotica 
quebra-se em pequenos fragmentos, algumas vezes chamados corpos apoptoticos, os quals sao 
rapldamente Ingerldos por celulas vlzlnhas do tecldo ou por macrofagos Itlnerantes, removen- 
do, asslm, todos os tra^os do que recentemente tlnha sldo uma celula viva (Flgura 9.18F). Uma 
varledade de procedlmentos pode ser utlllzada para detectar celulas apoptotlcas dentro de um 
tecldo ou em uma cultura. 

A apoptose e executada rotlnelramente durante a morfogenese normal com o objetlvo de 
descartar celulas desnecessarlas. Ela serve para descartar popula^oes celulares nao-desejadas 
durante a constru^ao que resulta em tecldos e orgaos bem-formados (Flgura 9.19). Camun¬ 
dongos que tern sldo genetlcamente desprovldos de dlversos componentes-chave da maqul- 
narla apoptotica apresentam um conjunto caracten'stlco de defeltos de desenvolvlmento, 
Inclulndo excesso de neuronlos no cerebro, anormalldades facials, destrul^ao atrasada do 
tecldo entre os dedos e anormalldades no palato e lentes. 

A apoptose tambem possul um Importante papel na fislologla tecldual normal. No Intestlno 
delgado, por exemplo, as celulas epltellals sao contlnuamente ellmlnadas por apoptose, apos uma 
jornada de quatro a clnco dlas, desde o fundo das crlptas Intestlnals as pontas das vllosldades que 
se projetam para dentro do lumen (veja a Se^ao 7.11). Durante o desenvolvlmento de celulas 
sangiimeas vermelhas (o processo de erltropolese), mals de 95% dos erltroblastos - os precursores 
das celulas vermelhas maduras — sao ellmlnados como parte das operates de rotlna da medula 
ossea. Entretanto, no momento em que a taxa de transporte de oxlgenlo pelo sangue cal abalxo de 
um certo nfvel Inlclal por causa de hemorragla, dlversos tlpos de anemia ou por balxa tensao de 
oxlgenlo no ar, os nlvels do hormonlo que forma o sangue, erltropoletlna (EPO; Barra lateral 5.4), 
aumentam rapldamente e bloquelam a apoptose desses precursores de erltrocltos, permltlndo a 
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matura^ao deles em celulas sangumeas vermelhas flincionais. Isso resulta em um rapido aumento 
da concentra^ao dessas celulas no sangue. 

Um exemplo particularmente dramatico da contribui^ao da apoptose para a fisiologia nor¬ 
mal e fornecido pela regressao de celulas nas glandulas mamarias depois do nascimento da 
prole. Mais de 90% das celulas epiteliais nessa glandula, as quais se acumulam em grandes 
mimeros durante a gravidez para a produ^ao de leite para o recem-nascido, morrem por meio 
de apoptose durante essa regressao, que e geralmente denominada involu^ao. 





Figura 9.18 Manifestagoes diversas do programa apoptotico (A) 0 linfocito 
situado acima do outro na figura, ambos visualizados por microscopia 
eletronica de varredura (SEM), e saudavel, enquanto o outro, na parte 
inferior, entrou em apoptose, resultando nas numerosas pustulas 
projetadas de sua superficie. (B) Celulas FleLa - uma linhagem de celulas 
humanas de carcinoma cervical - foram fusionadas, resultando na 
formagao de um sinctcio (esquerda). Antes da fusao, algumas dessas 
celulas foram tratadas com estaurosporina, uma droga indutora de 
apoptose. Como consequencia, esses nucleos celulares, que 
normalmente sao multo grandes {esquerda), sofrem picnose, a qual 
envolve uma condensagao da cromatina e um colapso da estrutura 
nuclear que acompanha apoptose [direita). A fragmentagao dos nucleos 
ocorre logo depois disso. (C) Quando a apoptose e Induzida, nesse caso 
por melo da expressao da proteina pro-apoptotica Lats2 {segunda e quarta 
canaletas), o DNA das celulas A549 e H1299 (primeira e terceira canaletas), 
normalmente de alto peso molecular, e clivado em fragmentos de baixo 
peso molecular que migram rapidamente por melo de eletroforese em gel, 
formando uma “escada de DNA'. (D) Os corpos de Golgi {verde) sao 
geralmente encontrados em localizagoes perinucleares em uma celula 


normal {acima, a esquerda), enquanto em uma celula apoptbtica {seta), os 
corpos de Golgi tornaram-se fragmentados. A cromatina esta corada de 
azul, enquanto a PARP clivada, uma proteina nuclear que e clivada durante 
a apoptose, esta imunomarcada em vermelho. (E) Os efeitos bastante 
variados do programa apoptotico sao ilustrados pelo uso de um anticorpo 
que reage especificamente com moleculas da histona 2B (na cromatina) 
que sao fosforiladas em seus residues de serina 14. Esse anticorpo marca 
os nucleos apoptoticos (que ja estao sofrendo fragmentagao). As 
consequencias precisas dessa fosforilagao na estrutura e fungao da 
cromatina permanecem a ser elucidadas. (F) 0 resultado final da 
apoptose e a fagocitose dos corpos apoptbticos - fragmentos 
remanescentes de celulas apoptoticas - por vizinhos ou por 
macrofagos. Nesta imagem, os fragmentos nucleares picnbticos de 
uma celula apoptbtica fagocitada sao visualizados acima (sefas 
brancas) e contrastam com o nucleo normal do macrbfago fagocitante 
{abaixo). (A, cortesia de K.G.Murti; B, de K. Andreau eta!., J. Cell Scl. 
117: 5643.5653, 2004; C, de H. Ke etal., Exp. Cell Res. 298: 329-338, 
2004; D, de J. D. Lane etal., J. Cell Biol. 156: 495-509, 2002; E, de W. L. 
Cheung etal.. Cell 113: 507-517, 2003; F, cortesia de G. 1. Evan.) 
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Figura 9.19 Apoptose e morfogenese 
normal As membranas teciduais entre os 
futures dedos da pata de urn camundongo 
ainda estao em evidencia nesta pata 
embrionaria; elas sao preferencialmente 
marcadas usando o ensaio TUNEL, como 
indicado pelos numerosos pontos escuros 
nessas membranas (sefas). A apoptose de 
celulas que formam as membranas 
finalmente resulta na formagao de dedos 
que sao unidos por membranas apenas 
proximo a palma. (De Z. Zakeri et ai, Dev. 
Biol. 165: 294-297, 1994.) 


Em um sentido mais geral, a apoptose e utilizada para manter numeros apropriados de dife- 
rentes tipos celulares em uma ampla variedade de tecidos humanos. A importancia desse 
processo e indicada pelo fato de que a cada ano de nossas vidas, a reciclagem de celulas — o 
mimero que estas sao novamente formadas e o numero equivalente que sao eliminadas — 
aproxima-se do numero total de celulas (-3x10'^) presentes no corpo adulto em algum mo- 
mento. A maioria dessas celulas rejeitadas parece ser eliminada por apoptose. 

A apoptose, que e utilizada para a manutengao tecidual de rotina, nao parece depender da flingao 
de p53 e e, em vez disso, desencadeada por outros mecanismos que discutiremos posteriormente. 
Assim, as agoes de p53 parecem estar limitadas a situagoes de emergencia, que nao sao de rotina, 
que ocasionalmente ameacem celulas e, portanto, os tecidos. No contexto especi'fico de patogene- 
se de cancer, como observado anteriormente, o organismo utiliza a apoptose disparada por p53 
como uma maneira de remover celulas que tern potencial para se tornarem neoplasicas, incluindo 
algumas celulas que tern sustentado certos tipos de mutagoes que desregulam o crescimento e 
outras que tern sofrido dano difundido em seus genomas. 

A proteina p53 inicia a apoptose, em parte, por meio de sua habilidade em promover a 
expressao de diversos genes-alvo downstream, os quais especificam componentes da maquina- 
ria apoptotica. Dentre esses, estao os genes que codificam um grupo diverse de protemas 
pro-apoptoticas (veja aTabela 9.2). Ao mesmo tempo, p53 reprime a expressao de genes que 
especificam protemas antiapoptoticas. Retornaremos aos detalhes bioqui'micos do programa 
apoptotico e suas relevancias para a patogenia do cancer na Segao 9.13. 

Em suma, as diversas observagoes citadas indicam que as agoes biologicas de p53 agrupam-se em 
duas categorias principal. Em determinadas circunstancias, p53 atua de uma maneira citostatica 
para frear o avango do ciclo celular. Em outras situagoes, p53 ativa uma maquinaria apoptotica 
previamente latente da celula, assegurando, desse modo, a morte celular. A escolba feita entre esses 
dois modos alternativos de agao parece depender do tipo de estresse fisiologico ou dano genetico, 
da gravidade do estresse ou dano, do tipo celular e da presenga de outros sinais pro e antiapopto- 
ticos operando em uma celula. Em m'vel bioqui'mico, permanece obscuro como p53 decide entre 
a imposigao da apreensao do ciclo celular e o desencadeamento da apoptose. 


9.11 A inativa^ao de p53 da vantagem as cdulas cancerosas 
incipientes em varias etapas na progressao do tumor 

Como veremos no Capi'tulo 11, a formagao de uma celula maligna humana envolve mais da 
metade de uma duzia de diferentes etapas que geralmente ocorrem atraves de muitos anos. 





332 / Capi'tulo 9 p53 e Apoptose: GuardiAo e Executor 


Uma etapa inicial na forma^ao de uma celula cancerosa pode envolver a ativa^ao de um 
oncogene por meio de algum tipo de muta^ao. Essa ativa 9 ao do oncogene pode colocar a 
celula em grande risco de apoptose induzida por p53. Lembre, por exemplo, o fato de 
que o oncogene myc pode disparar a apoptose dependente de p53. Assim, celulas que 
tern adquirido tal oncogene acumulam vantagens adicionais de crescimento pela perda 
da fun^ao de p53. 

Posteriormente, no desenvolvimento do tumor, uma popula^ao crescente de celulas tumorais 
pode softer anoxia, pois elas nao possuem uma rede de vasos adequada para Ihes fornecer o 
acesso ao oxigenio carreado pelo sangue. Enquanto celulas normals morreriam em virtude de 
tal priva^ao de oxigenio, as celulas tumorais podem sobreviver, pois seus antepassados coor- 
denaram a inativa^ao do gene p53 durante um estagio inicial de desenvolvimento tumoral 
(tendo feito isso por uma razao completamente diferente). 

Durante grande parte desse longo processo de multiplas etapas da progressao de tumor, a 
ausencia de respostas aos danos geneticos, desencadeadas por p53, permitira a sobrevivencia 
de celulas que estao acumulando mutafoes em uma taxa mais alta do que o normal. Essa 
elevada mutabilidade aumenta a taxa na qual oncogenes se tornam ativos e os genes supresso- 
res de tumor inativados; a taxa total de evolu^ao de celulas pre-malignas para um estado 
maligno e, desse modo, acelerada. O colapso do telomero, outro perigo enftentado pela 
evolufao de celulas pre-malignas (veja o Capi'tulo 10), tambem seleciona para aquelas celulas 
que tern perdido sua resposta de dano ao DNA dependente de p53. 

As vantagens da perda de fun^ao de p53 para as celulas tumorais incipientes nao param por 
aqui. Um dos importantes genes-alvo cuja expressao e aumentada por p53 e o gene TSP-J, 
que especifica trombospondina-1. Como veremos mais tarde no Capi'tulo 13, Tsp-1 e uma 
protei'na secretada que atua no espa^o extracelular para bloquear o desenvolvimento de vasos 
sangiimeos. Conseqiientemente, uma redu^ao na expressao de Tsp-1, seguida pela perda de 
p53, remove um importante obstaculo que de outra forma poderia prevenir que conjuntos 
de celulas cancerosas desenvolvessem um suprimento sangulneo adequado durante as fases 
iniciais do desenvolvimento tumoral. 

Juntas, essas diversas conseqiiencias da inativa^ao de p53 ilustram dramaticamente como o 
mau funcionamento de um linico componente do circuito de respostas-alarme permite que 
as celulas cancerosas adquiram multiplas altera^oes e sobrevivam sob condi^oes que geral- 
mente levariam a morte de celulas normals. Esses miiltiplos beneflcios que se acumulam para 
as celulas cancerosas explicam por que a via de p53 esta daniftcada na maioria, senao todos, 
dos tipos de tumores humanos. 

Em quase metade desses tumores, a propria protei'na p53 esta daniftcada por muta^oes na 
fase de leitura do gene p53 (veja a Figura 9.4). Em muitos dos tumores restantes, a protei'na 
ARE esta ausente ou a protei'na Mdm2 esta superexpressa. Alem disso, a fun 9 ao de p53 pode 
ser comprometida por defeitos na complexa rede de sinaliza 9 ao na qual p53 e seu antagonis- 
ta, Mdm2, estao encaixados. Existem razoes para suspeitar que outros mecanismos geneticos 
ainda desconhecidos subvertam a fun^ao de p53. Enquanto o organismo como um todo se 
beneftcia muito da guardia p53 postada em suas min'ades de celulas, ele softe gravemente, 
uma vez que a fun^ao de p53 e perdida em alguma delas, pois as celulas p53 negativas resul- 
tantes estao livres para iniciar a longa marcha para a malignidade. 


9.12 Alelos mutantes herdados que afetam a via de p53 
predispoem a uma variedade de tumores 

Em 1982, um grupo de fami'lias foi identiftcado por apresentar uma elevada suscetibilidade a 
uma variedade de diferentes tumores, incluindo glioblastoma; leucemias; carcinomas de mama, 
pulmao e pancreas; tumor de Wilms; e sarcomas de tecido mole (Figura 9.20). Em alguns 
parentes, assim como na metade dos membros, ocorreu um ou outro desses canceres, e dois 
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ter^os destes desenvolveram algum tipo de cancer ate atingirem 22 anos. Alguns membros 
das famflias foram afetados com diversos tipos de cancer simultaneamente. 

Essa si'ndrome cancerosa familiar, chamada Li-Fraumeni, conforme os dois geneticistas que 
primeiro a identificaram e caracterizaram, e mais incomum, uma vez que causa suscetibilida- 
de a uma ampla variedade de canceres. Lembre o comportamento completamente contras- 
tante das outras sfndromes cancerosas familiares que encontramos no Capftulo 7. Alelos 
mutantes de linhagem germinativa da maioria dos genes supressores de tumor tipicamente 
aumentam a suscetibilidade a uma restrita ordem de tipos de cancer (veja a Tabela 7.1). 

Em 1990, oito anos apos a primeira descrifao da si'ndrome de Li-Fraumeni, pesquisadores desco- 
briram que muitos dos casos foram devidos a um alelo mutante em um loco do Cromossomo 
humano 17pl3 — precisamente onde o gene p53 esta localizado. Em cerca de 70% dessas fami'lias 
multicancerosas, foi observado que os alelos p53 mutantes eram transmitidos de uma maneira 
mendeliana. Membros de famflias que herdaram um alelo p53 mutante apresentaram uma alta 
probabilidade de desenvolver alguma forma de malignidade freqtientemente cedo na vida. Obser- 
vou-se que a idade do im'cio dessas diversas malignidades era completamente variavel: em torno de 
5 anos de idade para carcinomas adrenocorticais, 16 anos para sarcomas, 25 anos para tumores 
cerebrals, 37 anos para cancer de mama e quase 50 anos para cancer de pulmao. Na inspira^ao dos 
diversos papeis que p53 realiza na supressao do risco de cancer nas celulas pelo corpo, parece 
razoavel que alelos mutantes de linhagem germinativa desse gene pudessem predispor uma pessoa 
a tal grupo diverso de malignidades. (Uma intrigante exce^ao e fornecida por raras muta^oes de 
linhagem germinativa de p53 que conferem uma predisposi^ao a somente um restrito conjunto de 
tipos de cancer; veja a Barra lateral 9.5). 

Agora sabemos que os alelos p53 mutantes que sao transmitidos atraves das linhagens germi- 
nativas de famflias Li-Fraumeni carregam uma variedade de muta^oes pontuais que estao 
dispersas pela fase de leitura de p53, com uma distribui^ao que lembra aquela apresentada 
por muta 96 es somaticas que tern sido documentadas em mais de 15 mil genomas tumorais 
(veja a Figura 9.6B). A analise do espectro de muta 96 es de linhagem germinativa tern de- 
monstrado uma predominancia de transi 96 es G:C para A:T em si'tios CpG — precisamente 
aquelas que ocorreriam se uma 5-metilcitosina fosse submetida a uma deamina^ao esponta- 
nea, causando sua substitui 9 ao por uma timidina. 

Provocativamente, uma si'ndrome cancerosa familiar que se comporta muito mais como uma 
si'ndrome Li-Fraumeni tern sido descoberta em famflias que herdam formas mutantes defec- 
tivas da Chk2 cinase, a qua! e responsavel pela fosforila 9 ao de p53, salvando esta da destrui- 
9 ao e, assim, ativando a maquinaria de alarme de p53 (veja a Figura 9.13). Um alelo mutante 
de linhagem germinativa do gene Chk2 esta presente em 1,1a 1,4% das popula 96 es ociden- 
tais e em percentagens maiores (como 5%) em conjuntos de pacientes com cancer de mama. 
Isso sugere que a heran 9 a de um alelo Chk2 mutante confere um risco mensuravelmente 
aumentado de desenvolver essa malignidade. Outra si'ndrome relacionada com predisposi 9 ao 
ao cancer deriva de uma altera 9 ao no promotor do gene MDM2. 


Figura 9.20 Suscetibilidade ao cancer 
familiar devido a alelos p53 mutantes de 
linhagem germinativa Esta caracteristica de 
uma familia que sofre de sindrome de Li- 
Fraumeni revela uma variedade de distintos 
canceres que alcangam niveis elevados de 
incidencia. A diversidade de tipos de 
cancer sofridos por membros de familias Li- 
Fraumeni contrasta com a maioria das 
sindromes cancerosas familiares, nas quais 
um unico tipo de cancer e geralmente 
observado ocorrer em elevada frequencia. 
Membros das famflias desenvolveram as 
seguintes malignidades: cancer de mama 
{verde), glioblastoma iamarelo), leucemia 
(roxo), cancer de pulmao {azul), carcinoma 
pancreatico {laranja), sarcoma {vermelho): 
tumor de Wilms (marrom)\ machos 
{quadrados), femeas (circulos). (De F. R Li e 
J. F. Fraumeni, J. Am. Med. Assoc. 247: 
2692-2694, 1982.) 


Barra lateral 9.5 Alelos p53 mutantes 
causam tumores altamente especi'ficos 
Alguns alelos p33 mutantes de linhagem 
germinativa tern efeitos que sao comple¬ 
tamente diferentes daqueles observados 
tipicamente em famflias Li-Fraumeni. 
Um desses exemplos incomuns tern sido 
relatado no sul do Brasil, onde carcino¬ 
mas adrenocorticais pediatricos (afetan- 
do o cortex das glandulas adrenais, as 
quais se localizam acima dos tins) sao 
encontrados em taxas que sao de 10 a 
15 vezes maiores do que aquelas encon- 
tradas em outras partes do mundo. No- 
tavelmente, de 36 pacientes dessa regiao 
que foram examinados, 35 apresentaram 
uma mutagao identica de linhagem ger¬ 
minativa no gene p53, que causou uma 
substituigao arginina —> histidina no re- 
si'duo de aminoacido 337. Essa observa- 
gao e dificil de conciliar com a atual pre- 
concepgao de que alelos p53 herdados 
deveriam afetar uma variedade de teci- 
dos pelo corpo. Entretanto, recentes es- 
forgos para caracterizar os efeitos dessa 
substituigao de aminoacido na estrutu- 
ra de p53 tern mostrado que o domi'nio 
de tetramerizagao da protema mutante 
(veja a Figura 9.7A) e menos estavel do 
que o da protema p53 tipo selvagem e e 
sensi'vel a quebra em pH acido - preci¬ 
samente o ambiente encontrado dentro 
da glandula adrenal. Esse fato pode con- 
tribuir para os efeitos tecido-especi'flcos 
peculiares desse alelo mutante de linha¬ 
gem germinativa. 
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Figura 9.21 Anoikis disparada pela perda 
de ligagao a matriz extracelular A 
suspensao de celulas epiteliais mamarias 
(MFCs) humanas imortalizadas, mas nao 
tumorogenicas, em urn meio de proteinas 
de matriz extracelular forga essas celulas a 
crescerem de uma maneira independente 
de ligagao, ou seja, sem a ligagao a urn 
substrata solido. Essas MFCs {grandes 
nucleos azuis) fazem sua ligagao por meio 
de integrinas (vermelho) as proteinas de 
matriz extracelular (ECM) presentes no 
meio circundante; isso possibilita que as 
celulas evitem o programa apoptotico 
denominado anoikis. Entretanto, celulas no 
meio dessa colonia celular esferica nao sao 
capazes de ligarem-se por si proprias a 
essas moleculas ECM e assim ativarem 
anoikis. (Cortesia de J. Debnath e J. Brugge.) 


9.13 A apoptose e um complexo programa que, por diversas 
vezes, depende da mitocondria 

Muitos consideram a perda completa de um programa apoptotico funcional ser uma das 
marcas de todos os tipos de celulas humanas malignas. Ate o momento, entretanto, nossas 
descrigoes de apoptose nao tern feito jus a esse programa suicida e ao seu papel na patogenia 
tumoral. Assim, revisaremos a apoptose e a exploraremos em maior profundidade. 

Ja vimos que a iniciagao da apoptose por p53 representa um importante mecanismo pelo 
qual tecidos podem eliminar celulas irreparavelmente danificadas ou que funcionam de for¬ 
ma aberrante. De forma importante, como verificamos anteriormente, a apoptose tambem 
pode ser iniciada por meio de uma variedade de canais de sinalizagao que nao dependem das 
agoes de p53. Um exemplo disso, em particular, e verificado na Figura 9.21: a perda de 
ligagao de uma celula a matriz extracelular dispara a anoikis, a forma especializada de apopto¬ 
se que ocorre sem a intervengao de p53. Isso sugere um tema maior - que p53 e somente um 
dos muitos participantes do programa apoptotico, e a inativagao da fungao de p53 e somente 
uma das maneiras pelas quais celulas cancerosas escapam da apoptose. 

A primeira indicagao de contribuigoes de outras proteinas a regulagao da apoptose veio de 
uma exploragao da fungao do oncogene bcl-2 (gene do linfoma de celula B - 2). Assim como 
muitos genes associados a cancer encontrados nos genomas de tumores hematopoieticos 
humanos, a versao oncogenica do gene bcl-2 e formada por meio de uma translocagao cro- 
mossomal reclproca, na qual porgoes dos bragos dos cromossomos humanos 14 e 18 sao 
trocadas. No ponto de quebra, onde os bragos translocados sao unidos nas celulas de linfoma 
de celulas B foliculares humanas, a fase de leitura do gene bcl-2 e colocada sob o controle de 
um promotor que dirige sua alta expressao constitutiva. 

Quando tal oncogene bcl-2 foi Inserido como um transgene em uma linhagem germinativa 
de camundongos sob condigoes que asseguravam sua expressao em celulas precursoras de 
linfocitos, nenhum efeito foi observado na sobrevivencia a longo termo desses animais trans- 
genicos (Figura 9.22A, B). Por outro lado, a expressao de um transgene myc oncogenico 
nessas celulas levou a linfomas e a morte de metade dos camundongos dentro de dois meses 
apos o nascimento. A concomitante expressao dos dois transgenes (alcangada pelo cruzamen- 
to do camundongo transgenico bcl-2 com o transgenico myc), entretanto, resultou em uma 
prole que apresentou uma taxa de morte ainda mais rapida, com todos os camundongos 
tendo morrido em menos de dois meses apos o nascimento (veja a Figura 9.22B). 

A incapacidade de bcl-2, por si propria, de desencadear a formagao de tumor vai de encontro a sua 
agao como um oncogene tlpico, por exemplo, como um oncogene como myc que emite sinais 
promotores de crescimento potentes. O estudo cuidadoso das populagoes de linfocitos em ca¬ 
mundongos que carregam somente o transgene bcl-2 indicou que os efeitos deste gene em celulas 
foram, na verdade, completamente diferentes daqueles de myc ou ras\ bcl-2 prolongou a vida de 
linfocitos que eram destinados a morrer rapidamente de outra maneira. Assim, quando celulas 
linfoides B, desses camundongos transgenicos, foram cultivadas in vitro, elas apresentaram uma 
notavel extensao do tempo de vida. In vivo, as celulas linfoides nas quais bcl-2 estava sendo expres- 
sa acumularam bcl-2 em quantidades diversas vezes acima do normal, porem signiflcativamente 
essas celulas nao proliferaram ativamente, explicando a ausencia de um tumor hematopoietico em 
camundongos que carregam somente o transgene bcl-2. 

O oncogene myc, quando agindo por si proprio, atuou como um potente mitogeno, porem seus 
poderes estimulatorios de crescimento foram atenuados por seus efeitos indutores de morte, que 
descrevemos anteriormente neste capitulo (Segao 9.7). Entretanto, myc e bcl-2, quando atuando 
em conjunto, criaram uma malignidade agressiva da linhagem de linfocito B; myc direcionaria a 
rapida proliferagao celular e seus efeitos indutores de morte acompanhantes seriam neutralizados 
pelas agoes de prolongagao do tempo de vida de bcl-2. Desde esses experimentos iniciais, exem- 
plos mais dramaticos de sinergia entre myc e oncogenes como bcl-2 tern sido relatados (p. ex., 
Figura 9.22C). (Note que essas dinamicas abrem um paralelo que discutimos nas Segoes 9.7 e 9.8, 
em que os efeitos indutores de morte de myc foram cortados pela inativagao do gene p53) 
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Esse trabalho sobre bcl-2 logo convergiu em pesquisa sobre apoptose. Apesar do programa 
apoptotico ter sido reconhecido como um fenomeno biologico normal em tecidos animals 
por bistologistas do seculo XIX, ele foi redescoberto e descrito com uma precisao muito 
maior no ano de 1972. Antes de sua redescoberta, pensava-se que celulas em tecidos de 
metazoarios eram eliminadas somente por meio de necrose. Como indicado na Tabela 9.3, 
esses dois processos de morte sao, na verdade, completamente diferentes. No final dos anos 
1980, uma pesquisa sobre a genetica de desenvolvimento de um verme (a especie Caenorha- 
bditis elegans) revelou que a apoptose e explorada para eliminar diversos tipos celulares como 
parte do programa de desenvolvimento normal desses minusculos animais (veja tambem a 
Figura 10.1). Isso levou ao reconhecimento de que a apoptose e um processo biologico basico 
que e comum em todos os metazoarios. 
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Figura 9.22 Agoes dos genes antiapoptoticos similares a Bcl-2 (A) 
Clones dos genes myc e bcl-2 foram construldos onde cada gene foi 
colocado sob o controle de um promoter genetico de anticorpo {IgG). 
Esse promoter assegurou que ambos os genes fossem expresses 
especificamente em celulas da linhagem linfocito B. Cada gene foi 
entao introduzido na linhagem germinativa de um camundongo como 
mostrado, resultando, em cada caso, em um transgene. (B) 
Camundongos que carregavam o transgene lgG-bcl-2 nao 
apresentaram aumento na mortalidade {quadrados verdes). Em 
contraste, o transgene myc levou a uma mortalidade bastante 
aumentada proveniente de linfomas, com quase todos os animais 
morrendo dessa doenga com 100 dias de vida {quadrados vermelhos). 
Entretanto, quando ambos os transgenes, bcl-2 e myc, estavam presentes 
na linhagem germinativa dos camundongos, a formagao dos linfomas foi 
bastante acelerada, com, virtualmente, todos os animais sucumbindo a 
doenga em 50 dias de vida {quadrados azuis). (C) Um resultado mais 


dramatico foi observado anos depois, quando duas cepas de 
camundongos transgenicos foram desenvolvidas e expressavam os 
oncogenes myc ou o bcl-Xj_ especificamente nos linfocitos celulares 
plasmaticos (secretores de anticorpos) do sistema imune. (bc/-x^ e um 
“primo" de bcl-2 que atua de forma similar a este.) Camundongos 
normals e camundongos fransgenicos, que carregavam somente o 
transgene bc/-x^, sobreviveram por mais de um ano sem qualquer 
desenvolvimento de tumor {linha verde): similarmente, animais 
transgenicos expressando um transgene myc apresentaram-se bastante 
saudaveis ate cerca de 10 meses de vida, quando um pequeno numero 
deles desenvolveu tumores de celulas plasmaticas. Entretanto, quando as 
duas cepas foram cruzadas, a cepa dupla-fransgenica desenvolveu 
tumores de celulas plasmaticas rapidamente, iniciando em torno de 75 
dias de vida, e todos os animais morreram desses tumores em 200 dias 
de vida. (B, de A. Strasser etal., Nature 348: 331-333, 1990; C, de W.C. 
Cheung etal., J. Clin. Invest 113: 1763-1773, 2004.) 
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Tabela 9.3 Apoptose versus necrose 



Apoptose 

Necrose 

Estimulo desencadeador I 


remodelagem tecldual programada 

estresse metabollco 


manutengao do tamanho do poo/celular 

ausencia de nutrientes 


dano genomico 

mudangas no pH, 
temperatura 


confusao metabolica 
hipoxia 

desequillbrios nas vias de sinallzagao 

hipoxia, anoxia 

Mudangas morfologicas 

Celulas afetadas 

celulas Individuals 

grupos de celulas 

Volume celular 

dimlnuido 

aumentado 

Cromatina 

condensada 

fragmentada 

LIsossomos 

nao-afetados 

anormais 

Mitocondria 

morfologicamente normal de Inicio 

morfologicamente 

aberrante 

Resposta Inflamatoria 

nenhuma 

acentuada 

Evento celular 

corpos apoptoticos consumidos por 
celulas vizinhas 

Use 

Mudangas moleculares 

Atividade genetica 

requerida para o programa 

desnecessaria 

DMA cromossomal 

cllvado em sitlos especificos 

cllvagem aleatoria 

Calcio Intracelular 

aumentado 

nao-afetado 

Bombas lonicas 

funclonantes 

perdidas 


Adaptada de R.J.B. King, Cancer Biology, 2^ edigao. Harlow, UK: Person Education, 2000. 


Uma vez que o programa apoptotico foi compreendido claramente, o papel da oncoprotema 
Bcl-2 na patogenese do cancer tornou-se aparente. Ela opera mais como um agente antiapop- 
totico do que como um mitogeno. Assim, Bcl-2 atua de uma maneira precisamente oposta a 
p53. Bcl-2 bloqueia a apoptose, enquanto p53 a promove. Colocado em termos geneticos, a 
ativagao do oncogene bcl-2 e a inativagao de p53 conferem beneflcios similares (porem difi- 
cilmente identicos) em celulas cancerosas, em que ambos reduzem a probabilidade de ativa¬ 
gao do programa apoptotico. 

Cuidadosas investigagoes bioqui'micas e biologicas celulares finalmente revelaram o sitio 
intracelular da agio de Bcl-2. Observou-se que ela atuava em um local intracelular mais 
inesperado - a membrana externa da mitocondria (Figura 9.23). Em primeiro lugar, essa 
descoberta fez pouco sentido, uma vez que se pensava que a mitocondria era especializa- 
da somente em uma tarefa, que era de gerar energia para a celula na forma de ATP. Como 
um subproduto dessa produgao de energia, a mitocondria era tambem conhecida por 
produzir metabolitos de glicose que sao utilizados na biossi'ntese de algumas das diversas 
especies bioqulmicas da celula. 

Logo, entretanto, o papel da mitocondria no programa apoptotico foi esclarecido. O 
Citocromo c, o ator central nesse processo, normalmente reside no espago entre as mem- 
branas interna e externa da mitocondria (veja a Figura 9.23B), onde ele atua na transfe- 
rencia de eletrons como parte da fosforilagao oxidativa. Entretanto, quando determina- 
dos sinais disparam o inicio da apoptose, a membrana mitocondrial externa torna-se 
despolarizada (i. e., perde seu gradiente normal de carga) e o citocromo c e secretado da 
mitocondria para o citosol circundante (Figura 9.24). Uma vez presente no citosol, o 
citocromo c associa-se a outras protelnas para desencadear a cascata de eventos que resul- 
tara na morte apoptotica. Entao, a oficina na qual o volume da energia celular e produ- 
zido foi selecionada em algum ponto durante a evolugao celular eucariotica para uma 
fungao completamente diferente — portar e liberar um mensageiro bioqui'mico que de- 
sencadeia as mudangas que levam a morte celular. 
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membrana externa 



Agora sabemos que a protema Bcl-2 e um membro de uma extensa e complexa fami'lia de 
protemas (Figura 9.25) que controla o fluxo do citocromo c por meio de canais especializa- 
dos na membrana externa da mitocondria. Mais especificamente, esses canais regulam, ou 
nao, o citocromo c e diversas outras protemas (as quais normalmente residem no espa^o entre 
as membranas interna e externa da mitocondria) que sao liberadas da mitocondria para o 
citosol. Alguns membros da famflia de protemas de Bcl-2, incluindo esta e Bcl-X^^, trabalham 
para manter esses canais fechados e, assim, manter o citocromo c preso na mitocondria. 


Ainda outras “parentes” de Bcl-2, como Bax, Bad, Bale, e Bid (veja a Figura 9.25), atuam de 
forma oposta, lutando para manter esse canal aberto. Bax e codificada por um gene cuja 
transcrifao e sabidamente ativada por p53; suas a 96 es come^am a explicar como p53 realiza 
a indu^ao de apoptose. Bad pode ser fosforilada por Akt/PKB, que diminui a capacidade de 
Bad de segurar o canal mitocondrial em uma configura^ao aberta; isso explica um pouco do 
efeito antiapoptotico da Akt/PKB cinase. 


membrana interna 


Figura 9.23 Mitocondria (A) As 
mitocondrias coradas no citoplasma de 
uma ceiula hepatica humana (verde) foram 
uma vez consideradas apenas como sitios 
de fosforilagao oxidativa assim como os 
sitios de biossintese de certos metabolitos- 
chave. A descoberta da capacidade deias 
em regular a apoptose por meio da 
liberagao do citocromo c forgou uma maior 
indagagao de seu papel na vida de uma 
ceiula. (B) 0 citocromo c e estocado no 
espago entre a membrana mitocondrial 
mais externa e as membranas internas, 
onde ele normalmente desempenha um 
importante papel no transporte de eletrons. 
Os canais na membrana externa que 
permitem a sua iiberagao para o citosol 
durante a apoptose nao sao visualizados 
aqui. (A, cortesia de L.B. Chen; B, cortesia 
de D.S. Friend.) 





Figura 9.24 Liberagao do citocromo c da 
mitocondria para o citosoi A presenga de 
citocromo c pode ser detectada por 
marcagao com um anticorpo especifico 
fluorescente {verde), que contrasta com os 
nucleos marcados com corante {laranja). 

(A) Iniciaimente, a distribuigao de citocromo 
c coincide com a distribuigao de 
mitocondria no citoplasma. A medida que a 
apoptose ocorre (B, C, D), entretanto, a 
coioragao do citocromo c torna-se cada 
vez mais uniforme no citopiasma, ja que 
este e liberado da mitocondria. Ao mesmo 
tempo, alguns nucieos dao evidencias de 
fragmentagao que esta associada a 
apoptose (C, d). (De E. Bossy-Wetzei etai, 
EMBOJ. 17: 37-49, 1998.) 
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Figura 9.25 Bcl-2 e proteinas relacionadas 
(A) A proteina Bcl-2 e um membro de uma 
extensa familia de proteinas que 
desempenha diversos papeis na prevengao 
da apoptose {superior) ou na promogao 
desta {inferior). Essas proteinas possuem 
em comum um dominio BH3 (rasa), com 
algumas, como a propria Bcl-2, tendo os 
dominios BH1 e BFt2 adicionais indicados 
aqui {azul, amarelo). Diversas delas 
tambem possuem dominios 
transmembrana (TM) {verde-claro) para a 
ligagao na membrana e dominios BFI4 
{marrom) de fungao desconhecida. As 
proteinas pro-apoptoticas sao 
subagrupadas naquelas da familia “Bax”, 
as quais possuem varies dominios que sao 
homologos aos dominios de Bcl-2; 
enquanto isso, a familia de proteinas BH3- 
oniy possui somente o dominio BH3 que 
esta presente em Bcl-2. Membros da 
familia Bax normalmente permanecem na 
forma inativa na membrana mifocondrial 
externa ou no citosol, enquanto membros 
inativos da familia BH3-on/y normalmente 
sao limitados ao citosol; ambos sao 
ativados e/ou translocados a mitocondria 
por meio de sinais pro-apoptoticos. (B) A 
proteina antiapoptotica Bcl-X|_ {esquerda) e 
apresentada com seus dominios BFfI 
{vermeiho), BFI2 {verde azuiado). BFI3 (///as) 
e BH4 {verde). Quando uma proteina BFI3- 
oniy pro-apoptotica {laranja, no centro) liga- 
se a Bcl-X|_, uma helice-a dessa proteina 
BH3 liga-se na fenda de Bcl-X|_, ficando 
entre seus dominios BFI1 e BH3, inibindo, 
assim, esta proteina. Bax, uma outra 
proteina pro-apoptotica {direita), dobra sua 
cauda C-terminal a-helicoidal {amarelo) 
para dentro de sua propria fenda (i. e., 
formando um complexo intramolecular). 
(Note que a orientagao N’ para C’ dessa 
cauda e oposta aquela da proteina BH3- 
oniy ligada a Bcl-X|_.) Os mecanismos 
precisos pelos quais essas diversas 
moleculas regulam a abertura do canal da 
membrana mifocondrial permanecem 
desconhecidos. (C) Bax e normalmente 
encontrada no citosol {nao-visivel), 
enquanto Bak e ligada a membrana 
mifocondrial externa {pontos pretos, quadro 
esquerdo). Com o inicio da apoptose apos 
0 tratamento das celulas com a droga 
estaurosporina (STS), milhares de 
moleculas de Bak {pontos-pretos) 
coalescem junto com Bax {nao-mostrado) 
nos focos em forma de pontos na 
superficie mifocondrial {quadro direito). 
Esses conjuntos participam da 
fragmentagao mifocondrial observada 
durante a apoptose, e essa fragmentagao 
parece contribuir para a liberagao do 
citocromo c dos espagos entre as 
membranas interna e externa da 
mitocondria. (A e B, de S. Cory e J.M. 
Adams, Nat. Ver. Cancer 2: 647-656, 2002; 
C, de A. Nechushtan et at , J. Cell Biol. 153; 
1265-1276, 2001.) 


Com o prosseguimento da apoptose, grandes complexos de protemas Bax e Bak agregam-se na 
superficie externa da mitocondria, onde participam, de maneiras ainda desconhecidas, da frag¬ 
mentagao dessa organela (Figura 9.25C). Isso parece resultar na liberagao adicional de protemas 
pro-apoptoticas para o citosol e em um total colapso de uma maquinaria geradora de ATP prima- 
rio da celula. Ao todo, sabe-se que o genoma humano codifica vinte e quatro protemas relaciona¬ 
das a Bcl-2; seis dessas sao anti-apoptoticas, enquanto as dezoito restantes sao pro-apoptoticas. 

Esses niveis relativos das protemas pro e antiapoptoticas dentro de cada canal determina se o 
citocromo c permanecera retido na mitocondria ou sera liberado. Desse modo, o canal da mem¬ 
brana mitocondria! determina a vida ou a morte de uma celula. Por exemplo, camundongos que 
tern sido privados de ambas as copias de linhagem germinativa do gene antiapoptotico Bcl-2 
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sofrem de falha renal e colapso imune devido a morte apoptotica diflindida das celulas nesses 
tecidos; esses fenotipos letais podem ser evitados por meio da delegao adicional, a partir de suas 
linhagens germinativas, de somente uma copia do gene pro-apoptotico, “primo” de Bcl-2, chama- 
do bim (Figura 9.26). Isso ilustra, em tecidos como esses, o fato de celulas individuais serem 
governadas pelo delicado equili'brio entre as protemas similares a Bcl-2 pro e antiapoptoticas. 


Figura 9.26 0 delicado balango entre 
proteinas pro e antiapoptoticas (A) 0 rim 
de urn camundongo tipo selvagem e urn 
tecido bem-consolidado em cinco semanas 
de vida. (B) Entretanto, a delegao de 
ambas as copies de linhagem germinativa 
do gene antiapoptotico bcl-2 (i. e., genotipo 
blc-2~i'-) resulta em uma apoptose difundida 
e doenga renal policistica nessa idade. (C) 
Esses efeitos podem ser completamente 
revertidos se uma copia do gene pro- 
apoptotico bim e deletada da linhagem 
germinativa (i. e., genotipo bcl-2 bim+b). 
(C, de R Bouillet etal., Dev. Cell 1: 645-654, 
2001 .) 


Essas constatagoes nao fornecem nenhuma indicagao de por que as celulas de mami'feros 
expressam tantas protemas distintas similares a Bcl-2. Nesse exemplo, importantes indi'cios 
vieram a partir de estudos indicando que diversos esti'mulos fisiologicos celulares atuam por 
meio de diferentes protemas relacionadas a Bcl-2 para ativar proteinas pro-apoptoticas, as 
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Figura 9.27 Sinais pro-apoptoticos atuam por meio de diversas 
proteinas relacionadas a Bcl-2 (A) 0 raciocinio para a multiplicidade 
de proteinas como Bcl-2 e sugerido aqui pelo fato de que varies 
estresses fisiologicos celulares operam por meio de diferentes 
proteinas pro-apoptoticas para antagonizar a proteina 
antiapoptotica Bcl-2. Esta proteina e, desse modo, impedida de 
neutralizar Bax, a proteina pro-apoptotica dominante que atua para 
liberar o citocromo c da membrana mitocondrial. (B) Os multiples 
caminhos de ativagao de proteinas BFI3 pro-apoptopticas 
dependem, em parte, da sua amarragao, na forma inativa, a varias 
estruturas citoplasmaticas ou complexadas com dominies inibidores. 
(C) Cada membro da familia de proteinas Bcl-2 possui seu proprio 


conjunto de parceiros opostos. No centro deste esquema, 
encontram-se as proteinas antiapoptoticas Bcl-2, Bcl-X^, Bcl-w e 
Mcl-1. Cada uma possui seu proprio conjunto de parceiros 
antagonistas. Por exemplo, Bcl-2, Bcl-X|_ e Bcl-w sao antagonizadas 
pela proteina pro-apoptotica Bad. No final deste esquema, 
encontram-se as proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak; caso nao 
antagonizadas, elas desencadearao a apoptose por meio da 
abertura do canal da membrana mitocondrial. Nem todos os 
membros da familia de proteinas Bcl-2 (veja a Figura 9.25A) estao 
indicados aqui. (A, cortesia de J. Adams: adaptada de S. Cory efa/., 
Oncogene 22: 8590-8607, 2003; B, de S. Cory e J.M. Adams, Nat. 

Vet Cancer 2: 647-656, 2002; C, cortesia de D. Fluang.) 
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Figura 9.28 A roda da morte 0 
apoptossomo - a roda da morte - e 
montado no citosol quando moleculas de 
citocromo c sao liberadas da mitocondria 
para o citosol e se associam a Apaf-1. Isso 
causa a montagem de uma roda de sete 
raios, na qual Apaf-1 forma os raios e as 
moleculas de citocromo c formam as 
pontas dos raios (acima). Uma vez 
montada, a estrutura atrai a procaspase 9 
para o centro da roda {“abobada"), que 
causa a conversao da procaspase 9 na 
caspase 9 ativa. A estrutura detalhada do 
circulo interno do apoptossomo, que e 
formada das sete subunidades de Apaf-1, e 
ilustrada no modelo molecular (abaixo). As 
helices azuis no centro sao responsaveis 
pela interagao e ativagao da procaspase 9. 
A caspase 9 resultante realize, por sua vez, 
a clivagem e ativagao de outras caspases, 
desencadeando, desse modo, a cascata 
apoptotica. (Topo, a partir de D. Acehan et 
ai, Mol. Cell 9: 423-432, 2002; estrutura 
ampliada, de S.J. Riedh etal., Nature 434: 
926-933, 2005.) 



abobada 


citocromo c 


quais antagonizam Bcl-2, favorecendo, dessa forma, a abertura da membrana mitocondrial 
externa e o inicio da apoptose (Figura 9.27A). Alem disso, um grande conjunto de outras 
observagoes, nao ilustradas aqui, indica que as agoes de protemas VrW'i-only (veja a Figura 9.25A) 
podem ser controladas por meio da modulagao da transcrigao de seus respectivos genes, por suas 
localizagoes intracelulares, por clivagens proteoli'ticas, ou por sua fosforilagao (p. ex., Figura 9.27B). 
Os membros pro e antiapoptoticos da famflia de protemas Bcl-2 atuam em diregao oposta, com 
cada membro tendo seu proprio parceiro(s) antagonista (Figura 9.27C). 

Uma vez tendo escapado da mitocondria para o citoplasma, moleculas de citocromo c asso- 
ciam-se a protei'na Apaf-1 e formam uma estrutura que tern sido denominada apoptossomo 
(Figura 9.28). Os complexes de apoptossomo entao procedem para ativar uma protease cito- 
plasmatica normalmente latente chamada procaspase 9, convertendo-a em caspase 9 ativa. A 
caspase 9 e um membro de uma famflia de proteases especfficas de cistefno-aspartato; genes 
que codificam 11 dessas proteases tern sido mapeados no genoma humane. 

Quando convertida na protease ativa pelo apoptossomo, a caspase 9 diva a procaspase 3 e, dessa 
forma, ativa ainda outra protease relacionada, a qual diva e ativa outra procaspase, e assim suces- 
sivamente (Figura 9.29). Essa seqiiencia de clivagens constitui uma cascata de sinalizagao em que 
uma protease ativa a proxima da serie por meio de clivagem. Tal comportamento e recordativo da 
organizagao de cascatas de cinases que verificamos anteriormente (Segao 6.5), em que um grupo 
de ser/thr cinases ativa uma outra em uma seqiiencia linear. (O fato de que cada uma das caspases 
atua cataliticamente faz parecer que um sinal iniciador relativamente menor no topo da cascata 
pode ser amplificado para gerar um grande niimero de caspases ativadas no final.) 

Enquanto o citocromo c no citosol serve para ativar as caspases, Smac/DIABLO - uma outra 
protefna que e liberada da mitocondria junto com o citocromo c — inativa um grupo de 
protefnas antiapoptoticas chamadas lAPs (inibidores de apoptose, veja a Figura 9.29). Essas 
lAPs normalmente atuam para bloquear a agio da caspase de duas maneiras: elas ligam-se 
diretamente e, com isso, inibem a atividade proteolftica da caspase (Figura 9.30) e, em deter- 
minados casos, elas podem marcar as caspases para ubiquitilagao e degradagao. Sem a in- 
fluencia contmua de LAPs, as caspases estao livres para iniciar as clivagens proteolfticas que, 
fmalmente, resultam em apoptose. 
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Figura 9.29 A cascata apoptotica de 
caspase A membrana mitocondrial externa 
(marrom-escuro) cria uma porta critica que 
determina a vida ou a morte da celula. 
Diversos sinais antiapoptoticos atuam para 
manter canals na membrana mitocondrial 
externa fechados; inversamente, sinais pro- 
apoptoticos de morte esforgam-se para 
abrir esses canals {acima, a direita). Dentre 
as importantes moleculas liberadas no 
citosol, estao as moleculas de citocromo c 
{drculos vermelhos) e as moleculas de 
Smac/DIABLO {quadrados matrons). As 
moleculas de citocromo c agregam-se com 
moleculas de Apaf-1 para formar o 
apoptossomo de sete raios {esquerda-, ver 
Figura 7.29). Este ultimo atrai e ativa a 
procaspase 9 em caspase 9 {circulo verde), 
a qual, por sua vez, ativa a procaspase 3 
{circulo laranja, esquerda). A caspase 3 
ativa resultante ativa uma serie de outras 
procaspases (caspases executoras), as 
quais, uma vez ativadas, clivam diversos 
"substratos de morte", cuja clivagem cria o 
fendtipo celular apoptdtico. Normalmente, 
urn numero de inibidores de apoptose 
(lAPs; abaixo, a direita) ligam-se e inativam 
as caspases. Entretanto, a Smac/DIABLO, 
que tambem e liberada da mitocondria, 
antagoniza esses lAPs (a direita), 
protegendo, desse modo, as caspases da 
inibigao por essas moleculas. 



Figura 9.30 Estrutura de urn inibidor de 
apoptose A grande familia de lAPs 
(inibidores de apoptose) atua por meio da 
ligagao e inibigao de diversas moleculas de 
caspase, prevenindo, dessa maneira, a 
ativagao inadvertida da cascata das 
caspases e o desencadeamento da 
apoptose. Verifica-se aqui a estrutura 
molecular do complexo formado pelo 
dominio BIR3 de uma molecula lAP 
chamada XIAP {verde) com a caspase 9 
{azul-claro). (Somente o esqueleto 
peptidico de XIAP e mostrado, enquanto 
ambos os esqueletos, peptidico e de urn 
modelo espacial preenchido da caspase 9, 
sao mostrados.) Urn atomo de zinco no 
centre desse complexo e mostrado em 
vermelho, enquanto residuos criticos nos 
dominios de interagao de XIAP e caspase 9 
podem ser visualizados em rasa e amarelo, 
respectivamente. Essa ligagao por XIAP 
impede a homodimerizagao da caspase 9, 
que e requerida para sua atividade. (De 
E.N. Shiozaki etal., Mol. Cell 11: 519-527, 
2003.) 
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Barra lateral 9.6 Amplifica 9 ao de sinais 
prd-apoptoticos iniciais assegura a efi- 
ciente execu^ao da apoptose Uma vez 
tomada a decisao de ativar a cascata de 
caspases pro-apoptoticas, a execu^ao des- 
sa decisao e auxiliada por mecanismos 
de controle que amplificam e refor^am 
algumas das etapas iniciais. (Tais meca¬ 
nismos de retroalimenta^ao positiva sao 
algumas vezes chamados controles de 
“realimenta^ao”.) Assim, uma das pro- 
tei'nas que e clivada pela caspase 3 e a 
subunidade Rel do fator de transcri^ao 
NF-kB. Como verificado anteriormente 
(Se^ao 6.12), este fator de transcri^ao e 
um importante ativador de genes anti- 
apoptoticos importances, como bcl-2. 
Por meio da destrui 9 ao de uma subuni¬ 
dade cn'tica de NF-kB, a caspase 3 des- 
loca o balan^o regulador adicional em 
favor da apoptose. De forma provocati- 
va, um derivativo oncogenico de Rel (im¬ 
portante componente do complexo NF- 
kB) e a oncoprotei'na v-Rel produzida 
pelo retrovirus da reticuloendoteliose 
aviaria. Durante sua evolu^ao no geno- 
ma retroviral, o oncogene viral rel ad- 
quiriu uma dele^ao e duas muta^oes 
pontuais que resultaram na oncoprotei'na 
codificada v-Rel resistente a clivagem 
pela caspase 3, refor^ando, dessa manei- 
ra, sens poderes antiapoptoticos e seu 
potencial oncogenico resultante. 


Assim, o sinal apoptotico e ativado de duas maneiras seguindo a abertura dos canais mito- 
condriais. O citocromo c e liberado e ativa a caspase 9 no apoptossomo. Ao mesmo tempo, 
Smac/DIABLO, tambem liberada pelo canal, marginaliza as lAPs, liberando, desse modo, as 
caspases da inibi^ao por LAP. (Como um aparte, uma das protei'nas funcionalmente impor¬ 
tances que sao fosforiladas pela Akt/PKB cinase antiapoptotica e a caspase 9. A fosforila^ao 
da caspase 9 inibe essa protease, como pode ser antecipado por meio das a^oes antiapoptoti- 
cas conhecidas de Akt/PKB.) 

A cascata de ativa^oes de caspases, entao iniciada, ocorre ate que as caspases finais na cascata 
clivem os “substratos de morte”, ou seja, protei'nas cuja degrada^ao cria as mudan 9 as celulares 
que estao associadas ao programa apoptotico (veja a Figura 9.29). Os papeis especializados 
dessas varias caspases fizeram com que alguem as classificasse em dois grupos funcionais - as 
caspases iniciadoras, as quais desencadeiam o im'cio da apoptose pela ativa 9 ao da cascata de 
caspases; e as caspases executoras downstream, as quais realizam o real trabalho de destruir os 
componentes cn'ticos da celula. 

Varios componentes celulares chave sao clivados por essas caspases executoras - caspases 3, 6 
e 7. Sua degrada 9 ao causa as profundas transforma 96 es morfologicas que acompanham a 
morte violenta de celulas apoptoticas. A clivagem de laminas da superficie interna da mem- 
brana nuclear esta envolvida, de alguma maneira, na condensa 9 ao observada da cromatina e 
no encolhimento nuclear (picnose), que e caracten'stico do programa apoptotico. A clivagem 
do inibidor de DNase ativada por caspase (ICAD) libera esta DNase, a qual, entao, fragmen- 
ta o DNA cromossomal. A clivagem de protei'nas do citoesqueleto, como actina, plectina, 
vimetina e gelsolina, leva ao colapso do citoesqueleto, a forma 9 ao das ptistulas que se proje- 
tam da membrana plasmatica e a forma 9 ao de corpus apoptoticos - os cascos condensados de 
celulas que permanecem depois que tudo isso ocorreu (veja a Figura 9.18). 

As caspases executoras ate estendem o seu alcance de volta para dentro mitocondria, onde o 
programa apoptotico e iniciado: um de seus substratos e uma protei'na que faz parte da cadeia de 
transporte de eletrons dentro da mitocondria. A clivagem dessa pelas caspases leva a interrup 9 ao 
do transporte de eletrons, perda da produ 9 ao de ATP, libera 9 ao de especies reativas ao oxigenio 
(ROS) da mitocondria e perda da integridade estrutural mitocondrial. A eficiente execu 9 ao de 
muitas dessas etapas do programa apoptotico e permitida, em parte, por determinadas mudan 9 as 
que amplificam os sinais iniciadores de apoptose (Barra lateral 9.6). Alguns pesquisadores esti- 
mam que 400 a 1.000 protei'nas celulares distintas sofrem clivagem durante a apoptose, porem 
permanece desconhecido como muitas dessas sao participantes ativas no programa apoptotico e 
como muitas sao vi'timas do dano colateral que ocorre em celulas que sofrem desintegra 9 ao. 

A cascata de caspases forma a via central de sinaliza 9 ao que determina se a apoptose ocorrera 
ou nao e, no momento em que e decidido que a apoptose ocorrera, como as diversas etapas 
indutoras de morte sao ativadas dentro das celulas. A importancia de uma regula 9 ao cuidado- 
sa dessas caspases e enfatizada por achados em rela 9 ao a atividade de E2F1 e apoptose. Ante¬ 
riormente, verificamos que a atividade excessiva de E2F adverte a celula de uma via de pRb 
mal-funcionante e induz a apoptose por meio de sua capacidade de ativar a expressao do gene 
que codifica ARF. Tambem se torna claro que as E2Fs, assim como E2F1, sao capazes de 
aumentar de 5 a 15 vezes a expressao de diversos genes de caspases chave. Esses aumentos, 
por si so, nao desencadeiam apoptose. Em vez disso, eles sensibilizam a celula a esti'mulos 
pro-apoptoticos especi'ficos, tais como aqueles emitidos por p53, inclinando o jogo, desse 
modo, em favor da apoptose. (As E2Fs podem compor esses efeitos por meio da indu 9 ao da 
expressao de diversos genes que codificam parentes pro-apoptoticos de Bcl-2.) 


9.14 Duas vias distintas de sinaliza^ao podem disparar a apoptose 

O programa apoptotico descrito anteriormente pode ser iniciado por p53 em resposta a uma 
serie de sinais, incluindo aqueles que indicam dano genomico substancial, anoxia e desequi- 
li'brios nos sinais reguladores de crescimento que percorrem o circuito intracelular da celula. 
Para revisar, uma vez p53 tendo sido ativada e colocada em uma configura 9 ao indutora de 
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apoptose, ela pode dirigir a expressao de genes que codificam protei'nas como Bax (veja a 
Tabela 9.2). Bax, entao, atua para abrir os canals mitocondriais e, em conseqiiencia, o cito- 
cromo c e outras protelnas pro-apoptoticas escapam da mitocondria e a apoptose e iniciada 
por meio da ativa^ao das caspases. 

Essa serie de eventos e, algumas vezes, chamada de programa apoptotico intrinseco, ja que os sinais 
desencadeadores originam-se dentro da celula; outros tem chamado de via apoptotica ativadapor 
estresse. De maneiras que ainda permanecem desconhecidas, outros tipos de sinais tambem podem 
causar a libera^ao do citocromo c da mitocondria por meio de mecanismos que parecem nao estar 
envolvidos com p53. Esses incluem estresses como calcio excessivo dentro da celula, oxidantes 
excessivos, certos tipos de agentes que danilicam o DNA, e ainda outros agentes que rompem os 
microtiibulos — componentes-chave do citoesqueleto e fiiso mitotico. Infec 96 es por diversos virus 
tumorais tambem podem desencadear apoptose. Interessantemente, esses virus esfor^am-se mui- 
to para assegurar que o programa apoptotico intrinseco nao seja iniciado, a flm de que seus hospe- 
deiros celulares nao morram antes que seu ciclo de infec 9 ao esteja completo. 

De forma importante, a apoptose tambem pode ser disparada por meio de uma rota alternativa. 
Esta e iniciada do lado de fora da celula e ativa receptores pro-apoptoticos de superficie celular. 
Tais receptores sao proteinas transmembrana que freqiientemente sao chamadas de receptores de 
morte, para indicar a sua capacidade de ativar o programa apoptotico (Figura 9.31). Apos aliga^ao 
de seus ligantes cognatos no espa 90 extracelular, os receptores de morte ativam uma cascata cito- 
plasmatica de caspases que converge rapidamente na via apoptotica intrinseca descrita anterior- 
mente, disparando, assim, uma resposta apoptotica identica aquela verificada depois da ativa 9 ao 
do programa apoptotico intrinseco (Figura 9.32). Em virtude dos sinais que ativam os receptores 
de morte originarem-se do lado de fora da celula, o programa apoptotico iniciado por esses recep¬ 
tores tem sido chamado de programa apoptotico extrinseco ou via apoptotica ativada por receptor. 

Os ligantes dos receptores de morte sao membros da familia de proteinas do fator de necrose 
tumoral (TNF), que inclui TNF-a, TRAIL e ligante Fas (FasL) (Tabela 9.4). TNF-a foi o 
primeiro identificado e estudado, em virtude de sua habilidade em causar a morte de celulas 
cancerosas. Subseqiientemente, observou-se que esse grupo de proteinas ligantes era capaz de 
causar a morte de uma ampla variedade de tipos celulares normals que apresentavam recepto¬ 
res apropriados em suas superficies. Similares aos fatores de crescimento e seus receptores, 
cada uma dessas proteinas semelhantes a TNF, incluindo FasL e TRAIL/Apo2L, ligam-se a 
seus proprios receptores de morte cognatos (Figura 9.31). Membros dessa familia de recepto¬ 
res - existem mais de 30 codificados no genoma humane — partilham em comum um “domi- 
nio de morte” citoplasmatico. O entendimento desses receptores e suas a^oes sao confuses 
devido aos multiples nomes que muitos deles e seus ligantes possuem (veja a Tabela 9.4). 

Uma vez ativados pela liga^ao de seus ligantes, os dominios de morte desses receptores ligam- 
se e ativam uma proteina associada chamada FADD (proteina de dominio de morte associa- 
do a Fas) no citoplasma. O complexo resultante e chamado DISC (complexo de sinaliza^ao 
indutor de morte) e intima as formas inativas de pro-enzimas da caspase 8 e, menos comu- 
mente, da caspase 10, as quais estao entre as caspases iniciadoras. DISC entao desencadeia a 
autoclivagem dessas caspases e sua conversao em proteases ativas. As caspases 8 e 10 (caspases 
iniciadoras dessa via) entao ativam as caspases executoras 3, 6 e 7, convergindo, assim, na via 
de sinaliza^ao por meio da qual o programa apoptotico intrinseco atua. Alem disso, a caspase 
3 pode clivar e ativar a proteina relacionada a Bcl-2 no citosol, chamada Bid, a qual migra 
para o canal mitocondrial e faz com que este se abra (veja a Figura 9.32). Fazendo isso. Bid 
realiza a amplifica^ao de sinais pro-apoptoticos do programa apoptotico extrinseco pelo re- 
crutamento de elementos do programa intrinseco para dentro do processo tambem. 

Alguns tipos celulares no corpo sao capazes de utilizar ambas as vias apoptoticas para desen¬ 
cadear sua propria morte, enquanto outros confiam unicamente no programa extrinseco ou 
intrinseco. Por exemplo, uma celula pode disparar sua propria morte por meio do programa 
extrinseco secretando um ligante para um dos receptores de morte que apresenta em sua 
superficie; esse ligante pode entao atuar de uma maneira autocrina para iniciar a apoptose. O 
uso do programa intrinseco ou extrinseco pela celula possui implica^oes para as a^oes de 
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protei'nas antiapoptoticas como Bcl-2. Assim, em cdulas que podem ativar o programa ex- 
tn'nseco, a superexpressao de Bcl-2 pode nao conferir muito beneflcio, ja que os receptores de 
morte podem tirar vantagem do programa apoptotico intrlnseco baseado na mitocondria por 
meio da comunica^ao direta com a cascata de caspases. 

De fato, existe uma terceira via de disparo de apoptose, em efeito a outro programa apopto¬ 
tico extrmseco. Este e desencadeado por linfocitos T citotoxicos e celulas matadoras naturais 



Figura 9.31 Receptores de morte (A) Cinco familias de proteinas 
“receptores de morte” estao localizadas na superficie de diversos tipos 
de celulas mamiferas. Por exempio, os llgantes FASL e P02L/rRAIL 
llgam-se aos receptores de morte FAS, DR4 e DR5 (acima, a esquerda). 
As caudas citoplasmaticas desses receptores atuam por melo da 
proteina de dominlo de morte assoclado a FAS (FADD) para montar urn 
complexo de sinallzagao Indutor de morte (DISC), sendo que este 
realiza a conversao das procaspases 8 e 10 em suas respectivas 
caspases ativas. Estas, entao, convergem na cascata de caspases, 
que e ativada por meio do programa apoptotico intrinseco. Uma 
sequencia similar de eventos ocorre seguindo a ativagao dos 
receptores TNFR1 e DR3 (acima, a direita). Estes receptores de morte 
diferem de receptores de tirosina cinases (e suas dimerizagoes 
induzidas por ligante), nas quais complexos de ligante de tres 
subunidades causam a trimerizagao do receptor. (B) Os llgantes desses 
receptores, algumas vezes chamados “llgantes de morte”, sao 


homotrimeros e aparecem para atuar causando a trimerizagao de seus 
receptores cognates. (Estes podem ser comparados com os llgantes 
de receptores de fator de crescimento [Eigura 5.16], muitos dos quais 
sao homodimeros.) Aqui e mostrada a estrutura molecular do fator de 
necrose tumoral a (TNF-a), o ligante do TNF-R1, com cada monomero 
apresentado em uma cor distinta. (C) Llgantes de receptores de morte, 
notavelmente EasL, sao frequentemente utilizados por linfocitos T 
citotoxicos (CTLs) para matar celulas cancerosas, as quais apresentam 
0 receptor FAS em suas superficies. (Em adigao, granzimas podem ser 
injetadas por CTLs em celulas-alvo; veja a Figura 9.32.) Nesta 
micrografia eletronica colorida de varredura, uma CTL (laranja) e vista 
atacando uma celula cancerosa, a qual esta em luta de apoptose, 
como evidenciado pelas numerosas pustulas na sua superficie. (A, 
adaptada de A. Ashkenazi, Nat. Rev. Cancer 2: 420-430, 2002; B, de 
M.J. Eck e S.R. Sprang, J. Biol. Chem. 264: 17595-17605, 1989; C, de 
Andrejs Liepin/Science Photo Library.) 
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Figura 9.32 Convergencia de rotas 
apoptoticas intrinsecas e extrinseoas Apbs 
urn receptor de morte celular (Figura 9.34) 
ativar a procaspase 8 e/ou 10 nas 
caspases ativas correspondentes (acima, a 
esquerda), estas ultimas convergem na 
cascata apoptotica intrinseca clivando e 
ativando as caspases executoras {centra, a 
esquerda). Em adigao, apos a procaspase 
3 ter sido ativada em caspase 3, esta diva 
e ativa Bid (veja a Figura 9.27B), uma 
proteina relacionada a Bcl-2 (centra, ai'rcula 
vermelha), a qual se move de sua 
localizagao citosolica para a mitocondria, 
onde inicia a abertura do canal da 
membrana mitocondrial externa, ativando, 
assim, a cascata apoptotica por meio da 
formagao de novos apoptossomos ativados 
(centra, a direita; abaixa, a direita). Uma 
segunda forma, alternativa, de rota 
apoptotica extrinseca e iniciada por celulas 
citotoxicas que sao liberadas pelo sistema 
imune (cinza; acima, aa centra) e ligadas a 
superficies de celulas-alvo, nas quais elas 
introduzem moleculas de granzima B; uma 
vez presentes no citosol, estas clivam e 
ativam as procaspases 3, 8 e 9. 


(NK) que se empenham em matar celulas-alvo. Esses dois tipos de celulas matadoras — algu- 
mas das tropas da linha de frente do sistema imune - podem ativar receptores de morte, 
como Fas, apresentados na superffeie de celulas que estao sendo escolhidas para destruigao. 
Porem, alem disso, as celulas matadoras podem ligar uma protease, chamada granzima B, na 
superffeie de celulas marcadas; uma vez internalizada por essas celulas, a granzima B diva e 
ativa as procaspases 3, 8 e 9 (veja a Figura 9.32). Neste ponto, ocorre uma imediata conver¬ 
gencia com as outras vias apoptoticas descritas anteriormente. 

Esse mapeamento das cascatas apoptoticas intrmseca e extrinseca enriquece nosso entendimento 
de como p53 realiza a apoptose (Figura 9.33). A protema p53 promove a expressao dos genes que 
codificam as protemas Bax, o receptor Fas e IGFBP-3 (veja aTabela 9.2). Bax antagoniza a fimgao 
de Bcl-2 e assim atua na abertura dos canais mitocondriais que liberam o citocromo c. O receptor 
Fas, uma vez expresso na superffeie celular, aumenta a resposta das celulas aos ligantes de morte 
extracelulares, espedficamente FasL. IGFBP-3 e liberada da celula e se liga e sequestra IGF-1 
(fator de crescimento semelhante a insulina 1), um fator de crescimento que atua por meio de seu 
proprio receptor de superffeie celular para produzir sinais troficos (de sobrevivencia) na celula; em 


Tabela 9.4 Receptores de morte e sens ligantes 


Nomes alternativos de receptores 

Nomes alternativos de ligantes 

Fas/APO-1/CD95 

FasL/CD95L 

TNFR1 

TNE-a 

DR3/APO-3/SWL-1/TRAMP 

AP03L 

DR4/TRAIL-R1 

AP02L/TRAIL 

DR5/TRAIL-R2/KILLER 

AP02L/rRAIL 
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Figura 9.33 Ativagao da apoptose por p53 
A proteina p53 utiliza multiplas vias de 
sinalizagao para ativar o programa 
apoptotico. Por meio da indugao da 
expressao do gene que codifica o receptor 
Fas, ela causa a apresentagao deste 
receptor de morte na superficie celuiar 
{marrom; acima, a esquerda ), 
sensibilizando a celula a qualquer iigante 
Fas (FasL) que possa estar presente no 
espago extracelular. Pela indugao da 
expressao da proteina-3 ligadora de IGF 
(iGFBP-3; vermelho), p53 causa a liberagao 
dessa proteina no espago extracelular, 
onde ela se liga e sequestra IGF-1 e IGF-2 
{azul: acima, no centra), os ligantes 
antiapoptoticos, de pro-sobrevivencia, do 
receptor de IGF-1 (IGF-1 R; acima, a direita). 
Na ausencia de IGFBP-3, IGF-1 se ligaria ao 
seu receptor e causaria a liberagao de 
sinais antiapoptoticos na celula, incluindo 
aqueles que levam a inativagao das 
proteinas pro-apoptoticas Bad (relacionada 
a Bcl-2), caspase 9 e IkB (antagonista de 
NF-kB). Em adigao, p53 dirige a expressao 
de Bax [centra), a proteina pro-apoptotica 
relacionada a Bcl-2 que causa a liberagao 
de citocromo c e outras proteinas da 
mitocondria [abaixo, no centra). p53 
tambem inativa diversos outros agentes 
antiapoptoticos, como Smac/DIABLO (veja 
a Figura 9.29). 


varias cdulas, a redugao resultante dos sinais de sobrevivencia iniciados por IGF-1 coloca-as no 
grave perigo de sucumbir a apoptose (Barra lateral 9.7). 

Retornaremos ao programa apoptotico extn'nseco no Gapftulo 15, pois esse pode exercer dois 
importantes papeis nas complexas interagoes entre celulas cancerosas e o sistema imune. Por 
um lado, as celulas do sistema imune podem liberar ligantes de morte (como FasL) a fim de 
disparar a apoptose em celulas cancerosas que elas tenham marcado para eliminagao. Por 
outro, as celulas cancerosas podem apresentar ou liberar ligantes de morte que elas desdo- 
bram para matar celulas imunes que se aproximaram muito e ameagam sua sobrevivencia. 

A complexidade dos sinais que fluem atraves das vias apoptoticas enfatiza o fato de que a 
decisao a favor ou contra a apoptose e alcangada por meio da alteragao no equilibrio de 
complexes arranjos de proteinas pro e antiapoptoticas que influenciam a decisao final de se 
langar ou nao ao “interruptor apoptotico mestre”. 

9.15 Cdulas cancerosas inventam diversas maneiras para inativar 
parte ou toda a maquinaria apoptotica 

Gomo enfatizado anteriormente, as celulas que avangam ao longo da estrada para a neoplasia 
encontram varies indutores de estresse fisiologico que ameagam sua existencia, ja que cada 
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um desses indutores de estresse amea^a o disparo da apoptose. Dentre esses, estao anoxia, 
desregula 9 ao da via de pRb, ativa^ao do oncogene myc e diversas formas de dano ao DNA. 
Esses perigos explicam por que a maioria, e provavelmente todos, dos tipos de celulas cance- 
rosas tern inativado componentes-chave de sua maquinaria indutora de apoptose (Tabela 
9.5; Figura 9.34). Tambem verificamos essas mudan^as a partir da perspectiva do organismo 
como um todo: o fato de que, virtualmente, todas as celulas cancerosas humanas empregam 
estrategias antiapoptoticas sugere que a apoptose e um mecanismo antineoplasico vital que 
esta implantado em celulas normals a fim de obstruir a progressao de tumor. 

Uma estrategia antiapoptotica amplamente explorada por celulas cancerosas e, como ja veri- 
ficado, a inativa 9 ao da via de p53. O gene p53 esta alterado em quase metade de todos os 
genomas celulares de cancer humano, geralmente por muta^oes pontuais que levam a substi- 
tuifoes de aminoacidos no dominio de liga 9 ao a DNA de p53. Em uma significativa percen- 
tagem de outros tumores, ARE nao e mais expressa. Isso e alcanq;ado, varias vezes, por meio 
da completa dele^ao do gene codificante ou por metila^ao do promotor, esta ultima resultan- 
do na repressao da transcri^ao. Outros mecanismos que param a expressao de ARE tambem 
podem intervir. Uma pequena percentagem de tumores humanos (a maioria sarcomas) 
superexpressarao Mdm2. Todos esses mecanismos que afetam a expressao de ARE ou Mdm2 
servem para diminuir os m'veis da proteina p53 nas celulas. Einalmente, em algumas celulas 
tumorais bumanas, p53 parece estar mal localizada, sendo seqiiestrada no citoplasma, onde 
nao pode realizar sua principal tarefa - ativa^ao transcricional. 

Ainda, essa elimina^ao da fun^ao de p53 nao parece satisfazer muitos tipos de tumores hu¬ 
manos, os quais adicionalmente lutam para alterar componentes especi'ficos da maquinaria 
apoptotica. Por exemplo, muitas celulas de melanomas exibem metila^ao e, dessa forma, 
inativa^ao funcional do promotor do gene APAFl, o qual codifica a proteina citosolica que se 
liga com o citocromo c liberado para formar o apoptossomo e ativar a caspase 9. O gene pro- 
apoptotico Bax (veja a Tabela 9.5) e inativado por muta^ao em mais da metade dos canceres 
de colon que mostram instabilidade de microssatelite (Capitulol2). A expressao desregulada 
de BCL2 (a versao humana de bcl-2) e encontrada em linfomas de celula B foliculares, e a 
expressao de BCL-2 encontra-se elevada em um grande numero de tumores humanos de 
diversas origens teciduais; por algumas estimativas, no minimo a metade de todos os tumores 
humanos apresenta aumento da expressao de BCL-2. 

Uma outra estrategia efetiva para adquirir resistencia a apoptose deriva da hiperativa^ao da 
via PI3K^Akt/PKB (Se^ao 6 . 6 ). A ativa^ao dessa via pode ser alcan 9 ada por meio de a 96 es 
colaboradoras de receptores de tirosina cinase que emitem sinais e a oncoproteina Ras, am- 


Barra lateral 9.7 Fatores extracelulares tambem favorecem a sobrevi- 
vencia celular Temos lido a respeito de uma variedade de altera^oes do 
circuito de sinaliza^ao intracelular que sao utilizadas pot celulas cance¬ 
rosas para diminuir a probabilidade de seus programas apoptoticos se- 
rem desencadeados. Entretanto, a estrategia de sobrevivencia mais am¬ 
plamente utilizada parece envolver uma via de sinaliza^ao extracelular 
que possui um papel na fisiologia tecidual normal: muitas celulas nor¬ 
mals parecem depender da exposi^ao continua a sinais troficos (i. e., de 
sobrevivencia), tais como aqueles transferidos pelos fatores de cresci- 
mento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGF-1, IGF-2), com o proposito 
de permanecerem viaveis. Ni'veis inadequados desses fatores no am- 
biente celular podem desencadear apoptose, um processo que tern sido 
chamado de “morte por negligencia”. 

Muitas celulas cancerosas secretam anormalmente altos m'veis de 
lGF-1 ou lGF-2. Uma vez liberados pelas celulas cancerosas, ambos os 
fatores de crescimento ligam-se e ativam o receptor de lGF-1 (IGF- 
IR), que e apresentado pela grande maioria dos tipos celulares pelo 
corpo. Essa ativa^ao de receptor autdcrino, por sua vez, causa a libera- 


9 ao de sinais intracelulares que sao fortemente antiapoptoticos por meio 
de sua capacidade de ativar a rota de PI3K-Akt/PKB (Figura 9.34). 
Tern sido relatado que alguns tumores humanos superexpressam mRNA 
de lGF-2 centenas de vezes, apesar desse grau de superexpressao ser 
bastante incomum. 

Outra estrategia comum envolve a redu^ao nos niveis efetivos de 
uma proteina ligadora de IGF (IGFBP), que normalmente reduz os 
niveis efetivos de IGFs ativas no espa^o extracelular por liga^ao e se- 
qiiestro destas (veja a Figura 9.3). (No minimo seis IGFBPs distintas 
tern sido descritas.) Em alguns tumores, a metila^ao do promotor de 
um gene IGFBP reduz a expressao de sua proteina codificada e, assim, 
os niveis dessa proteina na imediata vizinhan^a de uma celula cancero- 
sa. Em outros tumores, as celulas cancerosas podem aumentar a slntese 
e secre 9 ao de certas metaloproteinases de matriz (MMPs), as quais cli- 
vam e, assim, inativam moleculas de IGFBP no espa^o extracelular circun- 
dante. Por meio da redu^ao dos niveis de IGFBPs fimdonais, ambos os 
mecanismos causam o aumento nas concentra^oes efetivas de IGFs, as quais, 
por sua vez, favorecem a sobrevivencia de celulas cancerosas. 
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Tabela 9.5 Exemplos de alteragoes antiapoptoticas encontradas em celulas tumorais humanas 


Alteragao 

Mecanismo de agao antiapoptotioo 

Tipos de tumores 

metilagao do promotor CASP8 

inativagao da cascata extrinseca 

SCLC, tumores pediatricos 

repressao de CASP3 

inativagao da caspase executora 

carcinomas de mama 

superexpressao de survivina^ 

inibidor de caspase 

mesoteliomas, melanomas, muitos 
carcinomas 

ativagao de ERK 

repressao da expressao de caspase 8 

muitos tipos 

ativagao de ERK 

protegao de Bcl-2 da degradagao 

muitos tipos 

ativagao de Rat 

sequestro de Bad por proteinas 14-3-3 

muitos tipos 

mutagao/ativagao de P!3K 

ativagao de Akt/PKB 

gastrintestinal 

ativagao constitutiva de NF-kB*’ 

indugao de genes antiapoptoticos 

muitos tipos 

mutagao de p53 

perda da capacidade de induzir genes prd-apoptdticos 

muitos tipos 

inativagao do gene pi4^'' 

supressao dos niveis de p53 

muitos tipos 

superexpressao de Mdm2 

supressao dos niveis de p53 

sarcomas 

amplificagao do gene IAP-1 

antagonista das caspases 3 e 7 

esofagico, cervical 

metilagao de APAF1 

perda de ativagao da caspase 9 pelo citocromo c 

melanomas 

mutagao de BAX 

perda de proteina pro-apoptdtica 

carcinomas de colon 

superexpressao de Bcl-2 

fecha 0 canal mitocondrial 

-I /2 de tumores humanos 

inativagao de PTEN 

hiperatividade da Akt/PKB cinase 

glioblastoma, carcinoma de prostata, 
carcinoma endometrial 

superexpressao de IGF-1/2 

ativa PI3K 

muitos tipos 

repressao de IGFBP 

perda do antagonista IGF-1/2 antiapoptotioo 

muitos tipos 

caselna cinase II 

ativagao de NF-kB 

muitos tipos 

metilagao de TNFR1 

expressao reprimida de receptor de morte 

tumor de Wilms 

superexpressao de FLIP 

inibigao da ativagao da caspase 8 por receptores de morte 

melanomas, muitos outros 

ativagao de Akt/PBK 

fosforilagao e inativagao de proteinas pro-apoptoticas 
similares a Bcl-2 

muitos tipos 

ativagao de StatS 

induz a expressao de BcI-Xl 

diversos tipos 

repressao de TRAIL-R1 

perda de resposta ao ligante de morte 

carcinoma de pulmao de celula pequena 

superexpressao de FAP-1 

inibigao da sinalizagao do receptor Fas 

carcinoma pancreatico 

metilagao de XAFI^ 

perda da inibigao de XIAP antiapoptotica 

carcinoma gastrico 

superexpressao de WipU 

supressao da ativagao de p53 

carcinomas de mama e de ovario, 
neuroblastoma 


“ Survivina e um inibidor de apoptose (lAP) em cancer gastrico, de pulmao, bexiga e melanomas, em adigao aos mesoteliomas indicados aqui. A expressao de urn 
numero de genes lAP e diretamente induzida pelo TFs NF-kB. 

Induz a sintese de c-IAPs, XIAP BcI-Xl e outras proteinas antiapoptoticas. 

XAF1 (fator 1 associado a XIAP) normalmente liga-se e bloqueia as agoes antiapoptoticas de XIAR a mais potente das lAPs. 

Wipt e uma fosfatase que inativa p38 MARK, a qual, entao, fosforila e estimula as agoes pro-apoptoticas de p53. 


bos os quais ativam PI3K; o resultado e o aumento no mVel de PI3K e ativagao de Akt/PKB. 
A inativagao do gene que codifica PTEN, a fosfatase que quebra PIP 3 , tem um efeito similar. 
Uma vez Akt/PKB tendo sido ativada pela PIP 3 que esta acumulada, ela pode fosforilar e, 
assim, inibir protemas pro-apoptoticas como Bad, caspase 9 e IkB, e, ao mesmo tempo, 
fosforilar e ativar Mdm2, o antagonista-chave de p53 (Tabela 6.3). 

Tem sido encontrados diversos tipos celulares de cancer, variando de leucemias a carcinomas 
de colon, que recorrem a um outro mecanismo para se proteger contra a apoptose: eles ati¬ 
vam a expressao do fator de transcrigao NF-kB. Como verificamos anteriormente, NF-kB 
geralmente e seqiiestrado na forma inativa no citoplasma e, em resposta a determinados 
sinais fisiologicos, e liberado e translocado ao niicleo, onde ativa um grande grupo de genes- 
alvo (Segao 6.12). Varios destes genes estao envolvidos em fungoes pro-inflamatorias e an- 
giogenicas. Em adigao, um significative conjunto de genes-alvo de NF-kB funciona como 
antagonista de apoptose; dentre estes estao inclui'dos IAP-1, IAP-2, XIAP, lEX-lL, TRAF-1 e 
TRAF-2, os quais servem para bloquear ambos os programas apoptoticos, intrlnseco e extn'n- 
seco. Essa lista de alvos de NF-kB esta expandindo rapidamente, e e provavel que a superex- 
pressao de alguns desses genes antiapoptoticos (e proteinas codificadas) encontrados em muitos 
tipos de celulas cancerosas humanas sera sinalizada diretamente as agoes de NF-kB hiperati- 
vado dentro dessas celulas. 

Uma outra estrategia para escapar da apoptose e evidente em neuroblastomas infantis, nos 
quais a amplificagao do gene N-wj/c normalmente indica crescimento de tumor agressivo e 
pouca expectativa de vida. Propriamente, essa amplificagao, na verdade, ameaga a prolifera- 
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Figura 9.34 Estrategias antiapoptoticas 
utilizadas por celulas cancerosas As 
celulas cancerosas recorrem a numerosas 
estrategias a fim de diminuir a 
probabilidade de apoptose. Este diagrama 
indica que em diversos tipos de celulas 
cancerosas os niveis ou a atividade de 
importantes protelnas pro-apoptbticas sao 
diminuldos (azu/). Inversamente, os niveis 
ou atividade de certas protelnas 
antiapoptoticas pode aumentar {vermelho). 
(Algumas dessas, em virtude de estarem 
downstream de controladores que sao 
conhecidos por se apresentarem alterados 
em celulas cancerosas, sao afetadas por 
mudangas documentadas em seus 
controladores upstream.) 


gao de cdulas do neuroblastoma, ja que, como anteriormente mencionado, as agoes do onco¬ 
gene myc (e aquelas de seu primo N-myc) representam uma “faca de dois gumes”. Esses 
oncogenes liberam potentes sinais mitogenicos, porem, ao mesmo tempo, sao fortemente 
pro-apoptoticos. Muitas celulas do neuroblastoma que tern superexpressado N-myc por meio 
da amplificagao do gene parecem resolver esse problema, no mi'nimo em parte, pela inativa- 
gao do gene que codifica a caspase 8, o qual e metilado ou deletado. 

As agoes da via extrmseca indutora de apoptose tambem sao relevantes para a evolugao da 
celula cancerosa, como evidenciado pelo fato de que essa via esta inativada em determinados 
tipos de tumores humanos. Algumas celulas cancerosas desdobram uma protema chamada 
FLIP (protema inibidora de FLICE), que pode interferir na ativagao da cascata apoptotica 
extn'nseca por meio da ligagao a domi'nios de morte dos receptores de morte, bloqueando 
assim o processamento e a ativagao autocatalitica da caspase 8 iniciadora (veja a Figura 9.32). 
Outras celulas tumorais suprimem a expressao de seus receptores TNF por meio da metilagao 
do promotor do gene TNFRl. 

Essas manobras de celulas cancerosas fornecem claras evidencias de que elas podem alcangar 
a vantagem de sobreviver por meio da inativagao da via extn'nseca. Isso leva, por sua vez, a 
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especula 9 ao de que as celulas do sistema imune cercam celulas cancerosas e tentam mata-las 
por meio da libera^ao de fatores semelhantes a TNF e da resultante inicia^ao do programa 
apoptotico extrfnseco. Dado o complexo diagrama de fia^ao do circuito controlador da apop¬ 
tose, e virtualmente certo que muitas estrategias antiapoptoticas adicionais serao descobertas 
em diversos tipos de cdulas cancerosas humanas. 


Barra lateral 9.8 p53 atua diretamente 
na mitocondria Aprotelna p53 tern sido 
amplamente vista como uma protelna 
que exerce todos os seus efeitos pro- 
apoptoticos por meio de sua capacidade 
de ativar a transcri^ao de genes-chave 
pro-apoptoticos no micleo. Entretanto, 
diversos relatos cientlficos indicam que 
p53 pode contribuir para a apoptose 
mesmo quando permanece confmada no 
citoplasma. Esses trabalhos demonstram 
que p53 e capaz de liberar a protelna pro- 
apoptotica Bak das “garras” da protelna 
antiapoptotica Bcl-Xj^. Alem disso, p53 
pode se associar diretamente a Bax, uma 
outra protelna-chave pro-apoptotica, e 
ativa-la funcionalmente, possibilitando 
que esta abra os canais da membrana mi- 
tocondrial, levando, assim, a libera^ao 
do citocromo c no citosol e ao desenca- 
deamento da apoptose. Conseqiiente- 
mente, p53 parece estar mais diretamen¬ 
te envolvida na ativa^ao da maquinaria 
pro-apoptotica do que previamente sus- 
peitado. Por razoes que permanecem ain- 
da pouco entendidas, formas mutantes 
de p53 de tumores humanos que nao 
apresentam atividade de ativa^ao da 
transcri^ao tambem perdem a capacida¬ 
de de ativar Bax. 


9.16 Sinopse e perspectivas 

Nos capltulos anteriores deste livro, nos concentramos nos mecanismos moleculares que 
impulsionam a prolifera^ao celular adiante ou que a tem segurado. Os reguladores — os pro- 
dutos de (proto) oncogenes e genes supressores de tumor — atuam para processar sinais mito- 
genicos e antimitogenicos extracelulares que colidem com a maquinaria do ciclo celular. 
Esses sinais convergem nas decisoes fmais que determinam se as celulas avan^arao atraves do 
ciclo ativo de crescimento e divisao, retrocedendo reversivelmente em latencia ou entrando 
irreversivelmente no estado diferenciado, pos-mitotico. 

Neste capi'tulo, enfocamos processos fisiologicos celulares completamente diferentes, a maio- 
ria dos quais sao responsaveis pelo monitoramento do bem-estar interno de celulas. O apara- 
to de monitoramento conduz a contlnua sobrevivencia de sistemas celulares vitais, incluindo 
acesso ao oxigenio, estado flsico do genoma e equillbrio de sinais que fluem atraves de circui- 
tos reguladores de crescimento. Se monitores celulares determinam que um sistema vital esta 
danificado ou em mau funcionamento em uma celula, um sistema de alarme e disparado e o 
crescimento e parado ou, mais drasticamente, a celula e induzida a ativar seu programa apop¬ 
totico previamente latente. 

A protelna p53 reside no cora^ao dessa maquinaria de sinaliza^ao. Notavelmente, uma ampla 
variedade de sinais de alarme converge nessa unica protelna. Dependendo da gravidade do 
estresse celular e da capacidade das cdulas em reparar defeitos que tem sido detectados, p53 
ira temporariamente segurar o avan^o do ciclo celular ou ativar o programa apoptotico. 

O gene p53 e a protelna codificada tem sido o assunto de mais de 30 mil trabalhos de pesqui- 
sa que tem surgido na literatura cientlfica no ultimo quarto de seculo apos a descoberta da 
protelna p53, em 1979. Essa extraordinaria concentra 9 ao de pesquisa em um unico gene e 
protelna reflete tanto o papel central que esta protelna exerce na patogenese do cancer como 
a freqiiente presen^a de alelos p53 mutantes nos genomas de celulas cancerosas humanas. 
Apesar da enorme quantia de literatura cientlfica sobre p53, a pesquisa dessa protelna esta 
continuamente trazendo surpresas (veja a Barra lateral 9.8). 

Nao obstante sua vastidao, esse corpo de pesquisa em p53 tem falhado em fornecer uma clara 
resposta ao mais impressionante enigma criado pela existencia da protelna: por que as celulas 
de mamlferos confiam tantas fun^oes vitais de alarme a uma unica protelna? Uma vez que 
uma celula tenha perdido a fun^ao de p53, torna-se esquecida, em um unico golpe, a uma 
variedade de condi^oes que normalmente levariam a uma parada em sua prolifera^ao ou ao 
desencadeamento do programa apoptotico. 

Diferentemente dos outros genes supressores de tumor que temos encontrado, esse gene em geral 
nao esta deletado em genomas de celulas cancerosas. Em vez disso, alelos mutantes que codificam 
substitui^oes de aminoacidos sao geralmente observados - um testemunho dos poderes dominan- 
te-negativos das protelnas p53 mutantes. Como discutido aqui, tais alelos sutUmente defectivos 
sao mais efetivos em bloquear a sobrevivencia da fun^ao tipo selvagem de p53 do que alelos nulos 
que surgiriam da dele^ao de parte de toda a seqtiencia que codifica esse gene. 

Como veremos no Capltulo 11, o desenvolvimento de tumor e um complexo processo de 
multiplas etapas que envolve mudan^as em multiplos circuitos de controle celular. Em virtu- 
de de p53 receber sinais a partir de muitos sensores distintos de dano ou estresse fisiologico, 
a perda da fun 9 ao dessa protelna exerce um papel em muitas dessas etapas. Por exemplo, no 
inlcio do desenvolvimento de carcinomas de bexiga, mama, pulmao e colon, quando o cres- 
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cimento pre-maligno esta presente, a sinaliza^ao de dano ao DNA ja esta ativa, como indica- 
do pela presen^a das cinases ATM e Chk2 fosforiladas e funcionalmente ativas. Em adi^ao, o 
substrate de p53 da ATM cinase e da Chk2 cinase tambem esta fosforilado e aparentemente 
ativo, ja que o gene p53 ainda esta em sua configura^ao tipo selvagem nesse estagio de pro- 
gressao de tumor. Isso indica que as lesoes no DNA sao difundidas nas celulas desses cresci- 
mentos, mesmo no estagio inicial da tumorogenese, e sugere que p53 esta se esfor^ando para 
bloquear a prolifera^ao das celulas nesses crescimentos e que pode induzir a apoptose destas 
com alguma freqiiencia. Conseqtientemente, essas celulas pre-malignas conseguem beneficio 
por meio da elimina 9 ao da fun^ao de p53, liberando-as dos efeitos citotasticos e pro-apopto- 
ticos desta protema. 

Nesse estagio de desenvolvimento tumoral, as celulas que realizam a perda da fun^ao de p53 
tambem podem ganhar vantagens especiais por terem uma melhor chance de escapar da 
apoptose, que e desencadeada por essa protema em resposta a hipoxia grave. (Em geral, cres¬ 
cimentos pre-malignos iniciais ainda nao desenvolveram um acesso adequado a circula^ao e 
ao oxigenio fornecido por ela.) Alem disso, como p53 induz a expressao da potente molecula 
antiangiogenica trombospondina (Tsp-1), a perda de p53 pode acelerar o desenvolvimento 
de redes de capilares vizinhos que podem curar a hipoxia que celulas cancerosas incipientes 
tern sofrido. 

Mesmo tarde na progressao de tumor, quando carcinomas malignos se desenvolvem, a ausen- 
cia de fun^ao de p53 comprometera alguns dos sistemas de reparo de DNA da celula e, ao 
mesmo tempo, permitira que celulas que carregam danos nos genomas tenham uma vanta- 
gem de sobrevivencia maior; o resultado e um aumento na taxa de altera^ao genomica e 
acelera^ao associado a taxa de desenvolvimento de tumor. Durante esses liltimos estagios de 
desenvolvimento tumoral, a ausencia da fun^ao de p53 pode conferir beneficio adicional, 
permitindo que as celulas sobrevivam aos efeitos colaterais pro-apoptoticos de oncogenes 
como myc. Essa pequena lista revela o quao verdadeiramente catastrofica pode ser a perda da 
fun^ao de p53 para um tecido e, fmalmente, para o organismo como um todo. 

Os desastrosos efeitos da inativa^ao de p53 podem ser compostos mais tarde caso as celulas 
tumorais p53 mutantes tornem-se clinicamente aparentes e sejam alvos para quimioterapia e 
radia^ao. Esses tratamentos sao freqtientemente direcionados para danificar os genomas des- 
sas celulas, provocando, assim, sua morte por apoptose. De fato, os efeitos pro-apoptoticos 
da maioria das terapias anticancer existentes sao a razao central pela qual essas terapias 
tern sucesso, em muitas circunstancias, de parar o crescimento adicional de tumores. 
Infelizmente, parece que a perda da fun 9 ao de p53, a qual e verificada freqiientemente 
em tumores humanos, confere uma menor resposta dessas neoplasias a muitas dessas 
estrategias terapeuticas. 

Nossa compreensao sobre a protema p53 ainda e bastante superficial, em despeito da vasta 
literatura que a descreve. Uma indica^ao de quanto mais e necessario para se aprender vem de 
esfor 9 os em catalogar sistematicamente a lista de genes regulados por p53 no genoma huma- 
no; mais de 120 foram identificados, somente uma pequena propor^ao dos quais sao citados 
naTabela 9.2. Ainda outra indica 9 ao deriva de analises das modifica^oes pos-traducionais de 
p53. Como temos verificado, essas modifica^oes afetam a estabilidade de p53 e, assim, sua 
concentra 9 ao intracelular. Em adifao, elas provavelmente tambem afetam as intera^oes de 
p53 com outras protei'nas nucleates, notavelmente fatores de transcri^ao, que influenciam os 
genes que sofrem a a^ao de p53. A extensao da complexidade dessa regula^ao e sugerida pela 
Figura 9.35, na qual estao indicados os si'tios de modifica^oes pos-traducionais de p53 e a 
natureza dessas modifica^oes. No mmimo seis tipos distintos de modifica^ao, envolvendo 
grupos fosfato, acetil, ubiquitil, sumoil, nedil e metil, decoram as moleculas de p53 presentes 
em celulas humanas. (Os grupos nedil e sumoil sao similares aos grupos ubiquitil, porem 
apresentam efeitos muito diferentes nas protei'nas que se ligam.) 

Tres dimensoes adicionais de complexidade estao indicadas na Figura 9.35. Primeiro, deter- 
minados resi'duos de aminoacidos, como a serina 15 (SI5), podem ser fosforilados por mtil- 
tiplas protei'nas cinases; sabe-se que no mmimo cinco cinases alternativas fosforilam esse 
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residue em particular. Segundo, outros residues, come a lisina 372 (L372), podem ser medi- 
ficades per multiplas maneiras alternativas; este residue em particular pede sefrer metila^ae, 
acetila^ao, ubiquitila^ae eu nedila^ao. Terceire, o numere de enzimas que medificam p53 — 
ne mlnime 28 estae indicadas aqui — prevavelmente refletem o numere de distintas vias de 
sinaliza^ae que vae de encentro a p53 e perturbam sua fun^ae. 

A inativa^ae de p53 e semente uma das muitas estrategias que celulas cancerosas empregam 
para se pretegerem contra o perigo da apoptose. Essas manobras comprometem a resposta 
apoptotica em muitos outros nlveis, incluindo a perturba^ao da expressao de receptores de 
morte, sua habilidade em ativar caspases e as proprias atividades das caspases. Ainda outras 
manobras defensivas realizadas por celulas cancerosas auxiliam na preven 9 ao da abertura dos 
poros da membrana externa da mitocondria (veja a Figura 9.34). Essas diversas estrategias 
ilustram o fato de que a maquinaria apoptotica, como todas as maquinas bem-reguladas, atua 
por meio das a 96 es equilibradas de elementos mutuamente antagonistas. As celulas cancero¬ 
sas exploram a preexistencia de componentes antiapoptoticos dessa maquinaria por meio do 
aumento de sens nlveis ou atividades, levando, desse modo, o equillbrio para longe da apop¬ 
tose. Essas mudan 9 as em componentes especlficos da maquinaria apoptotica podem compor 
os efeitos de perda de p53, aumentando a resistencia de celulas cancerosas a uma variedade de 
sinais que geralmente provocariam morte celular. Ao mesmo tempo, os nlveis de fator de 
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), nos tecidos que circundam clones de celulas 
cancerosas incipientes, tambem podem causar profundos efeitos no desenvolvimento de tu¬ 
mor por meio da redu^ao da probabilidade de apoptose. 

A capacidade de determinados fatores de transcri^ao promotores de crescimento, notavel- 
mente Myc e as E2Fs, de provocar apoptose cria um paradoxo. A expressao ectopica de 
ambas, E2F1 e Myc, pode, propriamente, for^ar as celulas famintas por mitogenos a deixar a 
latencia Gq, entrar no ciclo ativo de crescimento e divisao, atravessar a fase Gj e entrar na fase 
S. Por que esses fatores de transcri^ao nao dirigem ativamente o crescimento das celulas para 
a apoptose antes de elas completarem um linico ciclo celular? 

Uma importante resposta vem do fato de que as celulas passam atraves de Gj e ativam suas 
fun^oes pro-apoptoticas, concomitantemente ativando sinais antiapoptoticos; o equillbrio 
entre esses dois determina o destino final da celula. 
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Figura 9.35 Multiplos tipos de modificagoes p6s-traducionais de p53 A 
fosforilagao de p53 por diversas cinases (veja a Figura 9.12) representa 
somente um tipo de modificagao que parece ser importante ao seu 
funcionamento. Em adigao a ligagao de grupos fosfato (vermelho), outras 
enzimas a modificam por meio da ligagao de acetil {verde), ubiquitil (azul), 


sumoil (///as), nedil {laranja) e metil ipinza) nos residues de aminoacidos 
indicados e nos numeros dos residuos (em preto). As identidades das 
enzimas modificadoras estao indicadas (varias cores de fonte) a direita ou 
a esquerda dos numeros do residue de aminoacido. SIR2 atua para 
desacetilar p53. (Cortesia de K.R Olive e T. Jacks.) 
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Por exemplo, muitos dos fatores de crescimento mitogenicos que estimulam a fun^ao de Myc 
e E2F1 em Gj tambem ativam um niimero de protemas antiapoptoticas, e sao estas ultimas 
que geralmente predominam e permitem a celula sobreviver e proliferar. 

Tal pensamento ganha ainda outra questao: por que celulas estimuladas por mitogenos entram no 
aborrecido ciclo de crescimento ativo para sintetizar uma variedade de protemas pro-apoptoticas, 
das quais a presen^a excessiva coloca essas celulas na beira do abismo da apoptose? De acordo com 
um modelo atrativo, porem ainda especulativo, sempre que as celulas entram no ciclo de divisao 
e crescimento, elas correm o risco de desastres inesperados, notavelmente aqueles que ocorrem 
durante suas bases S e M. Alguns desses acidentes podem levar a mudan^as perigosas no genoma, 
e essas, por sua vez, podem desencadear o desenvolvimento de clones de celulas malignas. Assim, 
todas as celulas, entrando no ciclo celular ativo, colocam sua maquinaria pro-apoptotica em um 
estado de grande alerta, sensibilizando-a a sinais que podem rapidamente ativar o programa apop- 
totico no momento em que essas celulas esbarram em um ponto ou em um outro que elas tentam 
executar o complexo programa de crescimento e divisao. 

Como aspectos adicionais de morte celular tern sido descobertos, torna-se bastante aparente que 
a apoptose, como a descrevemos neste capftulo, nao e a linica forma de morte celular programada. 
Um segundo programa de morte, conbecido como autofagia, parece exercer um papel-chave na 
elimina 9 ao de celulas indesejadas em diversos tecidos do corpo. Este programa e freqiientemente 
ativado quando celulas sofrem priva^ao de nutrientes e, em resposta, digerem suas proprias orga- 
nelas intracelulares em lisossomos citoplasmaticos a fim de reciclar e recolher diversas especies 
quimicas que podem auxiliar na sua sobrevivencia (Figura 9.36). 

A autofagia tambem pode ser utilizada como uma maneira de eliminar celulas cancerosas. 
Assim, o gene que codifica Beclin-1, uma proteina-chave promotora de autofagia, e freqiien- 
temente encontrado em mimeros de copias reduzidos em diversos tipos de canceres huma- 
nos, sendo que a dele^ao de uma de suas copias na linhagem germinativa de camundongos 
leva a um grande aumento na incidencia de tumor. Juntas, essas linhas de evidencias indicam 
a abertura de uma area inteiramente nova de pesquisa em morte celular que apresenta claras 
implica^oes para o nosso entendimento da patogenese do cancer. 

Por ultimo, no Capi'tulol6, veremos algumas tentativas recentes no desenvolvimento de no¬ 
vas formas de terapia que sao projetadas para mobilizar componentes da maquinaria apopto- 
tica que permanece intacta em celulas cancerosas. Essas terapias sao im'cios imaturos, e so- 
mente come 9 amos a reconhecer as dificuldades e as oportunidades que a via apoptotica for- 
nece aqueles que gostariam de curar a disparada cole 9 ao de doen 9 as que chamamos de cancer. 



Figura 9.36 Autofagia Esta micrografia 
eietronica reveia as vesicuias de 
multicamadas {seta) que se formam no 
citoplasma de celulas que sofrem autofagia. 
Diversas organelas citoplasmaticas 
Incorporam-se em lisossomos, nos quais 
seus componentes sao quebrados para 
posterlormente serem utlllzados para o 
suprimento de nutrientes da celula. (Cortesla 
de J. Debnath e J.S. Brugge.) 
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Figura 9.37 0 esquema do circuito apoptotico 0 arranjo completo de 
componentes que governam a apoptose ainda e desconhecido. Urn 
dos objetivos da pesquisa em apoptose e entender de uma forma 
quantitativa como esses componentes interagem dentro de uma celula 
para influenciar a decisao de iniciar ou nao a apoptose. Tal trabalho 


deveria finalmente resultar em modelos matematicos que predizem, 
com alguma exatidao, como o circuito apoptotico respondera a 
diversos sinais extra e intracelulares. Uma tentativa inicial em 
modelagem desse sistema de sinalizagao e mostrada aqui. (Cortesia 
de I. Khalil e Gene Network Sciences, Inc.) 


A esperanga e que em algum tempo, no future nao muito distante, o circuito que governa a 
apoptose sera compreendido de uma maneira quantitativa (talvez pot meio de um diagrama 
esquematico, como na Figura 9.37), e que seremos capazes de predizer o seu comportamento 
com precisao e manipula-lo dentro de celulas cancerosas. 


Conceitos-chave 

• Organismos tentam bloquear o desenvolvimento de cancer por meio de agoes de alarme 
da protema p53, a qual pode fazer com que as celulas entrem em latencia ou apoptose no 
momento em que a maquinaria reguladora da proliferagao celular estiver em mau funcio- 
namento ou a celula estiver exposta a diversos tipos de estresse fisiologico. 

• p53 em geral retorna rapidamente. Essa reciclagem e bloqueada quando uma variedade 
de sinais indica estresse celular fisiologico ou dano ao DNA. 

• A p53 mutante encontrada em tumores humanos geralmente apresenta substituigoes de 
aminoacidos. Isso permite que a p53 mutante interfira na p53 tipo selvagem, com a qual 
pode format complexes tetramericos. 





























































































































































































































CONCEITOS-CHAVE /355 


• p53, a qual atua como um fator de transcri^ao, pode impor a apreensao do ciclo celular 
por meio da sua capacidade de induzir a expressao de p 21 *-‘P' e a apoptose por meio de 
sua capacidade de induzir a expressao de varias protemas pro-apoptoticas. 

• Uma variedade de estresses celulares fisiologicos pode levar a ativa^ao de p53; dentre esses 
estao anoxia, dano ao genoma e desequilibrios de sinaliza^ao na maquinaria reguladora 
do crescimento intracelular. 

• p53 torna-se funcionalmente ativada quando sua degrada^ao normalmente rapida e blo- 
queada. Em adi^ao, modifica^oes covalentes da protema p53 acumulada potencializam 
sua atividade como um fator de transcri 9 ao. 

• Os nfveis de p53 sao controlados por dois reguladores criticos upstream, Mdm2 e pi9'™. 

• A atividade excessiva de E2Fs, que e desencadeada pela desregulafao da via de pRb, resul- 
ta na ativa 9 ao de ARF e, assim, de p53. 

• A apoptose e um complexo programa de resposta celular que pode ser ativado por p53 
assim como por sinais do lado de fora da celula. 

• A apoptose envolve a ativa^ao de uma cascata de caspases que resulta na destrui^ao de 
uma celula, geralmente dentro de uma bora. 

• A ativa^ao da cascata apoptotica de caspase pode ser desencadeada por meio da abertura 
do canal na membrana externa da mitocondria, a qual libera diversas protemas pro-apop- 
toticas, notavelmente o citocromo c. 

• A abertura do canal da membrana mitocondrial e determinada pelos mVeis relatives de 
protemas anti e pro-apoptoticas relacionadas a Bcl-2. 

• A cascata apoptotica de caspase pode ser ativada por receptores de morte da superffeie 
celular. 

• A perda de fun 96 es apoptoticas permite que celulas cancerosas sobrevivam a uma varieda¬ 
de de estresses celulares fisiologicos, incluindo anoxia, desequilibrios de sinaliza^ao, dano 
ao DNA e perda de liga^ao. 

• As cdulas cancerosas inventam numerosas maneiras de inativar a maquinaria apoptotica 
a fim de sobreviver e se desenvolver. Dentre essas estao incluidos a ativa^ao dos disparos 
por Akt/PKB, o aumento nos niveis de proteinas antiapoptoticas relacionadas a Bcl-2, a 
inativa^ao de p53 por meio de mudan^as no gene p53 ou reguladores upstream desta 
protema, a metila^ao de promotores de uma variedade de genes pro-apoptoticos, a inter- 
ferencia no citocromo c liberado da mitocondria e a inibi^ao de caspases. 


Questoes elaboradas 


1. Inspirando-se do fato de que virus tumorais devem suprimir a 
apoptose de celulas infectadas a fim de se multiplicarem, quais 
sao as estrategias moleculares que estao disponiveis para que 
eles o fa^am? 

2. Quais os tipos de fatores que influenciam a decisao de p53 em 
agir de uma maneira citostatica contra a pro-apoptotica? 

3. Como uma terapeutica anticancer pode ter sucesso em tratar 
cdulas cancerosas que tern inativado componentes de sua ma¬ 
quinaria apoptotica? Dados os estresses fisiologicos que sao co- 
nhecidos por ativar a apoptose induzida por p53, quais os tipos 
de drogas terapeuticas anticancer podem ser criadas para o tra- 
tamento de cdulas cancerosas? 


4. Quais os efeitos colaterais que voce preveria que poderiam resultar 
de uma inibiQo geral de apoptose em todos os tecidos do corpo? 

5. Como a perda de componentes da maquinaria de apoptose pode 
resultar em celulas cancerosas mais suscetiveis a determinados 
tipos de morte celular do que as celulas normals? 

6. Voce poderia enumerar a serie de estresses fisiologicos induto- 
res de apoptose que as celulas cancerosas devem confrontar e 
tirar vantagem durante o curso do desenvolvimento tumoral? 
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Capitulo 10 


Vida Eterna: Imortaliza^o 
Celular e Tumorogenese 

“A morte ocorre porque um tecido desgastado nao pode sempre se renovar, e 
porque a capacidade para seu aumento por meio de divisao celular nao e eter¬ 
na e, sim, finita.” 

August Weissmann, biologo, 1881 


N os capltulos anteriores, verificamos um numero de distintos traces apresentados por 
celulas cancerosas. Em alguns casos, esses trafos sao adquiridos por meio das a 96 es de 
oncogenes ativados; em outros, tra^os celulares especi'ficos de cancer podem ser seguidos pela 
perda de genes supressores de tumor. Como discutiremos no Capitulo 11, a aquisi^ao desses 
traces neoplasicos por celulas humanas (e, assim, o desenvolvimento de um tumor humano 
clinicamente aparente) em geral requer varias decadas. 

Durante esse extenso pen'odo de desenvolvimento, popula^oes de celulas humanas passam 
por uma longa sucessao de ciclos de crescimento e divisao e assim evoluem para o estado de 
crescimento neoplasico. Essa extensa prolifera 9 ao, entretanto, entra em conflito com uma 
propriedade fundamental de celulas humanas normals: elas sao dotadas com uma capacidade 
de replicar somente um menor numero de vezes. Uma vez que as popula^oes de celulas 
humanas normals tenham esgotado a sua cota de duplica^oes permitidas, as celulas dessas 
popula^oes cessam a prolifera^ao e podem entrar em apoptose. 

Esses fatos nos levam a uma simples e inescapavel conclusao: com o objetivo de formar 
tumores, celulas cancerosas incipientes devem romper a barreira que normalmente limita seu 
potencial proliferativo. De algum modo, elas devem adquirir a capacidade de multiplicar 
para um numero anormalmente grande de ciclos de crescimento e divisao e, entao, elas po¬ 
dem completar as miiltiplas etapas do desenvolvimento de tumor com sucesso. 
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Figura 10,1 Arvore genealogica de celulas 
no oorpo de urn verme (A) 0 verme adulto 
Caenorhabditis elegans e composto de 959 
celulas somaticas, e as linhas de 
descendentes de todas as celulas desse 
verme tern sido rastreadas com precisao de 
volta ao dvulo fertlllzado. (B) Como e 
evidente, multas das linhagens celulares 
terminam abruptamente, pols as celulas 
param de proliferar ou sao descartadas (em 
geral por apoptose). As celulas em cada 
uma das principals ramificagoes sao 
destinadas a formar urn tecido especifico. 
Por exempio, celulas da principal ramificagao 
multigeracional na direita sao destinadas a 
formar as gonadas, enquanto aquelas em 
uma pequena segao na esquerda formarao o 
sistema nervoso. (A, de J. E. Sulston e FI. R. 
Horvitz, Dev. Biol. 56: 110-156, 1977. © 
Academic Press; B, University of Texas 
Southwestern Medical Center.) 


Neste capi'tulo, exploramos a natureza da maquinaria regulatoria que limita a proliferagao 
celular e como ela deve ser neutralizada a fim de que as celulas tornem-se completamente 
neoplasicas e formem tumores clinicamente detectaveis. Por meio da neutralizagao dessa maqui¬ 
naria, as cdulas ganham a habilidade de proliferar indefmidamente — o fenotipo de imortalidade 
celular. Essa imortalidade e um componente cn'tico do programa de crescimento neoplasico. 


10.1 Popula^oes celulares normals registram o numero 
de gera^oes celulares separando-as de seus ancestrais 
no embriao jovem 


Em animals multicelulares (metazoarios) como nos, a origem de cada cdula pode, em prin- 
clpio, ser seguida por meio de geragoes celulares multiplas ate um linico ancestral — o ovulo 
fertilizado. Olhando em outra diregao, a seqiiencia de divisoes celulares que se estende a 
partir de um ancestral celular que existiu em um embriao para uma celula descendente da 
qual existem muitas geragoes celulares e freqiientemente ebamada de linbagem celular. Alem 
disso, em um metazoario relativamente simples — o verme Caenorhabditis elegans -, a linba¬ 
gem de todas as 959 celulas somaticas do corpo adulto tern sido seguida e pode ser descrita 
como uma arvore genealogica (Figura 10.1). 
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Em mami'feros complexes, entretanto, a montagem de uma arvore genealogica comparavel 
nunca acontecera, pois o mimero total de divisoes celulares e astronomico; o corpo humane 
adulto, por exemplo, compreende quase 10'^ celulas, e o organismo como um todo sofre 
tantas divisoes celulares quanto 10'*’ em seu tempo de vida. Mas podemos imaginar que para 
cada corpo humane tal arvore genealogica celular exista, isso somente como uma teoria. 

Como e o caso com C. elegans, durante o curso de desenvolvimento humane, celulas embrio- 
narias iniciais tornam-se as fundadoras de linhagens celulares especificas que sao responsabi- 
lizadas para assumir diversos fenotipos celulares tecido-especi'ficos (Segao 8.11). Certamente, 
a ciencia da biologia de desenvolvimento foca muito mais a sua aten^ao em como celulas 
individuals em diversas linhagens celulares adquirem a informagao de seus vizinhos que cau¬ 
se a sua entrada em algum programa de diferenciagao. Entretanto, biologos de desenvolvi¬ 
mento nao tratam de uma questao de grande relevancia ao desenvolvimento de tumor: exis- 
tem controles especi'ficos que determinam o mimero de geragoes celulares pelo qual uma 
linhagem celular em particular possa passar durante o tempo de vida de um organismo? Cada 
segao e ramo da arvore genealogica de uma celula podem crescer indefmidamente ou o nii- 
mero de geragoes replicativas em cada linhagem celular e predeterminado e limitado? 

Atualmente, tecnicas avangadas nao nos permitem determinar com precisao quantas vezes 
linhagens celulares especificas dentro do corpo humano ou murino passam por sucessivos 
ciclos de crescimento e divisao. Ainda, uma medida bruta da capacidade replicativa de uma 
linhagem celular pode ser realizada por meio de uma cultura celular de interesse in vitro. Por 
exemplo, fibroblastos podem ser preparados a partir de tecido vivo, introduzidos em uma 
placa de Petri, e, assim, e realizada a determina^ao de quantas vezes essas celulas duplicarao. 
(Na pratica, tais experimentos requerem uma passagem seriada, na qual uma porgao das 
celulas que completam a placa e removida e introduzida em uma segunda placa a fim de 
proliferarem, sendo transferidas a uma terceira placa e assim por diante.) 

Como primeiramente demonstrado, no inicio dos anos 1960, celulas embrionarias humanas ou 
murinas exibem um mimero limitado de ciclos de replicagao em cultura. O trabalho de Leonard 
Hayflick mostrou que as celulas parariam de crescer apos um mimero aparentemente predetermi¬ 
nado de divisoes e entrariam no estado chamado de senescencia replicativa ou, simplesmente, 
senescencia (Figura 10.2). Celulas senescentes permanecem metabolicamente ativas, porem pare- 
cem perder irreversivelmente a habilidade de reentrar no ciclo de divisao ativa. Tais celulas se 
espalharao em cultura de monocamada, adquirirao um grande citoplasma e persistirao por sema- 
nas, senao meses, tanto quanto Ihes for dado nutrientes e fatores de crescimento; tais celulas sao 
freqiientemente descritas como assumindo a aparencia de um ovo frito (Figura 10.3). Os fatores 
de crescimento auxiliam na sustentagao da viabilidade das celulas senescentes, porem nao sao 
capazes de obter a resposta proliferativa normal observada quando sao aplicados a celulas saudaveis, 
nao-senescentes. Assim como celulas em proliferagao ativa, as celulas senescentes apresentam 


o 60 



Figura 10.2 A capacidade proliferativa de 
celulas passadas extensivamente em 
cultura A capacidade de fibroblastos 
humanos de proliferar em cultura foi 
avaliada no trabalho de Leonard Flayflick 
por meio da contagem do niimero de vezes 
que a populagao de celulas duplicou 
(ordenada). Como e aparente, essas 
celulas, iniciando logo apos a explanagao a 
partir de tecido vivo ate a cultura (fase I), 
foram capazes de proliferar por 
aproximadamente 60 duplicagbes (fase II) 
antes de entrarem em senescencia (fase 
III), na qual elas poderiam permanecer 
viaveis, porem nao-proliferativas, por mais 
de um ano. (De J. W. Shay e W. E. Wright, 
Nat Ver Mol. Cell Biol. 1:72-76, 2000.) 
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Figura 10.3 Celulas senescentes in vitro e 
in vivo (A) Quando visualizados com 
microscopio de contraste de fase, 
fibroblastos humanos pre-senescentes 
ainda estao crescendo vigorosamente e 
retem a aparencia de celulas de primeira 
passagem. (B) Entretanto, uma vez que as 
celulas tenham entrado em senescencia, 
elas cessam a prollferagao, porem 
permanecem vlavels. Multas delas 
desenvolvem citoplasmas extremamente 
grandes, dando a elas uma aparencia de 
“ovo frito”. (Estas duas micrografias foram 
produzidas no mesmo aumento.) Em 
adigao, celulas senescentes expressam, 
caracterlsticamente, a enzima 
P-galactosIdase aclda assoclada a 
senescencia, que pode ser detectada por 
melo da suplementagao com urn substrata 
que se torna azul sob a clivagem por essa 
enzima (setas); em contraste, celulas de 
primeira passagem verificadas em (A) 
mostram uma coloragao multo fraca. 
(Cortesla de C. Scheel.) 


receptores de fatores de crescimento, porem as vias de sinalizagao downstream tern sido inati- 
vadas por mecanismos ainda nao esclarecidos. 

O numero preciso de duplicagoes replicativas exibido por celulas em cultivo, antes de alcan- 
garem a senescencia, depende das especies das quais as celulas foram preparadas, da origem 
tecidual e da idade do organismo doador. Alguns experimentos com celulas humanas indi¬ 
cam que celulas preparadas a partir de embrioes ou recem-nascidos sao capazes de duplicar 
um maior numero de vezes em cultura (p. ex., 50 a 60 duplicagoes de populagao, ou PDs) do 
que celulas retiradas de adultos de meia-idade ou idosos (Figura 10.4). Tal comportamento 
sugere, porem dificilmente prova (Barra lateral 10.1), que celulas de indivlduos mais velhos 
ja utilizaram parte de sua cota de duplicagoes replicativas antes de serem introduzidas em 
cultura de tecido. 

Um comportamento contrastante e demonstrado por celulas-tronco embrionarias (ES), as 
quais sao preparadas a partir de embrioes bastante novos e retem a capacidade, sob condigoes 
apropriadas, de produzir todas as linhagens diferenciadas no corpo (Barra lateral 8.1). Quan¬ 
do abastecidas com os nutrientes apropriados, essas celulas demonstram um potencial repli- 
cativo ilimitado em cultura e, assim, sao ditas imortais. (O termo e um pouco equivocado, ja 
que e, na verdade, uma linhagem de celulas ES que e imortal, e nao celulas ES individuals.) 

Juntas, essas varias observagoes conduzem ao pensamento de que, muito cedo na embrioge- 
nese, as celulas possuem uma capacidade replicativa ilimitada. Entretanto, como linhagens 
espedficas de celulas no organismo (fibroblastos dermicos, neuronios, celulas epiteliais ma- 
marias) sao formadas, cada uma parece estar distribui'da em um numero predeterminado de 
duplicagoes pos-embrionarias. O comportamento replicativo de celulas cancerosas asseme- 
Iha-se, no mmimo superficialmente, aquele de celulas ES. Quando muitos tipos de celulas 
cancerosas sao propagados em cultura, elas parecem capazes de proliferar para sempre quan¬ 
do abastecidas com condigoes apropriadas de cultivo in vitro. 

Esse comportamento e ilustrado mais dramaticamente por celulas HeLa. Desde a metade do 
seculo passado, essas celulas cultivadas tern sido o tipo celular humano mais freqiientemente 
utilizado para o estudo da biologia molecular de celulas humanas. Elas foram derivadas em 
1951 a partir de um adenocarcinoma cervical incomum, particularmente agressivo, desco- 
berto em Henrietta Lacks, uma jovem de Baltimore, Maryland, que logo morreu de compli- 
cagoes desse tumor. Desde essa epoca, essas celulas tern proliferado em cultura em centenas 
de laboratorios em todo o mundo, dividindo-se cerca de uma vez ao dia. As celulas HeLa 
constituem uma linhagem celular, na qual elas se tornam estabelecidas em cultura e podem 
ser repassadas indefmidamente, em contraste a muitas populagoes celulares que apresentam 
uma capacidade replicativa limitada apos serem removidas do tecido vivo. 
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Figura 10.4 A perda da capacidade 
proiiferativa com a idade (A) A capacidade 
proiiferativa de ceiulas pode ser avaiiada 
por meio da determinagao do numero de 
vezes que cultures de tais ceiuias irao 
duplicar em numero de ceiuia in vitro 
(media de duplicagdes de popuiagao, 

RDM). Aqui, duplicagdes de fibroblastos 
dermicos preparados a partir de diversos 
locals anatdmicos foram medidas em 
fungao da idade dos doadores. (Em virtude 
da variabilidade interindividual na 
capacidade proiiferativa celular, os dados 
de tais medidas mostram uma dispersao 
substancial em torno da media de cada 
idade.) (B) Como as celulas-tronco dos 
queratinbcitos da pele perdem a 
capacidade proiiferativa com o passar da 
idade, a capacidade total da pele de se 
regenerar diminui, levando a uma 
diminuigao da camada de queratinbcitos da 
pele {rosa-escuro) e a uma perda da 
arquitetura rigida verificada na pele mais 
jovem. A pele de uma mulher de 18 anos 
de idade protegida com filtro solar 
{esquerda) e comparada com a pele de 
outra mulher de 76 anos de idade [direita). 
(A, cortesia de J. G. Rheinwald e T. M. 
O'Connell-Willstaedt; B, cortesia de T. 
Brenn.) 


10.2 Celulas cancerosas necessitam se tornar imortais para a 
forma^ao de tumores 

A observagao de que celulas cancerosas, uma vez adaptadas ao crescimento em cultura de 
tecidos (Barra lateral 10.2), sao, freqiientemente, imortais, sugere que a imortalizagao e um 
componente integral da transformagao de celulas cancerosas para um estado de crescimento 
neoplasico, ou seja, que as celulas cancerosas sao imortais porque necessitam ser, caso quei- 
ram realizar a formagao de um tumor. 

Por que, de modo oposto, as linhagens de celulas normals nao apresentam propriedades de 
crescimento imortalizado? Talvez o corpo dote suas celulas normals com um numero limita- 


Barra lateral 10.1 Por que as culturas de cUulas de pessoas mais velhas proliferam menus do 
que aquelas de pessoas mais jovens? A explicagao mais simples para a observagao (veja a Figura 
10.4) de que celulas de idosos param de proliferar in vitro mais cedo do que celulas de jovens e 
que as populagoes celulares mais velhas ja passaram por mais ciclos de divisao celular in vivo e, 
dessa forma, esgotaram uma porgao de suas duplicagdes permitidas. Na verdade, outras explica- 
goes sao igualmente plausi'veis. Por exemplo, celulas que nao estao em divisao dentro de um 
tecido vivo podem sustentar danos por um extenso periodo; esse dano acumulado pode ser cau- 
sado, por exemplo, pela exposigao, a longo prazo, a especies reativas de oxigenio (ROS), as quais 
sao capazes de danificar muitos componentes celulares. Nesse caso, a subseqiiente perda da capa¬ 
cidade proiiferativa observada in vitro pode ser proporcional ao tempo transcorrido desde que as 
celulas foram primeiramente formadas e pode nao estar relacionado com o numero de geragoes 
celulares que seus ancestrais passaram durante o tempo de vida do organismo. 
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Barra lateral 10.2 Celulas cancerosas freqiientemente falham em se adaptar a cultura Celulas 
que sao extraidas de uma variedade de tecidos normals e sao introduzidas em cultura de tecido 
com freqiiencia nao se adaptam prontamente as condigoes de cultura in vitro. Isso e aplicado a 
muitos tipos de celulas cancerosas. Assim como celulas normals, a malorla dos tlpos de cdulas 
cancerosas depende de varies outros tlpos celulares para apolar a sua vlabllldade e prollferagao, 
como aprenderemos em malor detalhe no Capi'tulo 13. Isso complica tentatlvas de determlnar se 
certas populagoes de celulas cancerosas sao Imortallzadas, ja que as tentatlvas Inlclals em propagar 
essas celulas em cultura tern geralmente falhado. Como conseqiiencla, as conclusoes sobre a Imor- 
talldade de celulas cancerosas sao baseadas na propor^ao relatlvamente pequena de tumores hu- 
manos que carregam celulas, que prontamente se adaptaram as condigoes de cultura in vitro e, 
desde entao, tern prollferado Indefmldamente. 


do de geragoes replicativas como um mecanismo de defesa anticancer. For exemplo, se uma 
celula do corpo acidentalmente adquirir determinados oncogenes e perder genes supressores 
de tumor cn'ticos, seus descendentes iniciariam uma proliferagao descontrolada, e a popula- 
gao destas celulas tumorais poderia aumentar exponencialmente. Entretanto, se dotadas de 
um limitado potencial replicativo, essas celulas podem esgotar suas cotas de duplicagoes celu¬ 
lares antes de realizarem a formagao de uma massa tumoral que apresente risco de morte; 
como conseqiiencla, o desenvolvimento do tumor sofreria uma parada. 

A credibilidade desse modelo depende de alguns numeros importantes. Especificamente, 
precisamos saber quantas geragoes celulares sucessivas sao necessarias para produzir um tu¬ 
mor humano clinicamente detectavel (Figura 10.5A) e quantas geragoes sao permitidas para 
linhagens celulares normals no corpo. Sabemos que tumores humanos sao clonais, no senti- 
do de que todas as cdulas neoplasicas da massa tumoral descendem de um ancestral celular 
em comum que sofreu transformagao em um ponto de sua vida (Segao 2.5). Com isso em 
mente, podemos perguntar quantas geragoes celulares separam as celulas tumorais em um 
grande tumor humano de seus progenitores em comum. 

A aritmetica funciona da seguinte maneira. O volume de um centfmetro ciibico (cm^) dentro 
de uma massa de cdulas tumorais contem em torno de 10^ cdulas, e um tumor que ameace 
a vida possui um tamanho de 10^ cm^. Podemos calcular que essas 10*^ celulas parecem ter 
surgido apos 40 ciclos de crescimento e divisao exponencial (Figura 10.5B) - ou seja, 40 
geragoes celulares separam a celula fundadora de suas descendentes do estagio final de tumor 
altamente agressivo (10^ s 2'**; portanto 10*^ s 2^°). 

Entretanto, como mencionado anteriormente, alguns tipos de cdulas humanas normals sao 
conhecidos por passarem por 50 a 60 ciclos de crescimento e divisao em cultura antes de se 
tornarem senescentes e pararem de crescer. De acordo com a aritmetica exposta anteriormen¬ 
te, essas 50 ou 60 geragoes celulares de crescimento exponencial estao alem do que o necessario 
para que uma celula fundadora gere descendentes suficientes para constituir uma massa tu¬ 
moral que ameace a vida. Realmente, 60 duplicagoes celulares sao suficientes para criar uma 
massa tumoral de cerca de 10'® celulas s 10^ cm^ s 10'^ quilogramas. Algo esta drasticamente 
errado com esses numeros! 

O erro em nossos calculos reside em uma premissa falha: eles assumem uma expansao expo¬ 
nencial de populagoes de celulas cancerosas (Figura 10.5A e B). A realidade biologica de 
crescimento de tumor e muito diferente. Assim, um numero de mecanismos de defesa, de- 
senvolvidos dentro dos tecidos do corpo, torna a vida muito dificil para celulas cancerosas 
incipientes — tao dificil que em cada geragao celular um numero significativo dessas celulas 
morre (Figura 10.5C). No im'cio do desenvolvimento de tumor, os mecanismos de defesa 
postos em pratica por tecidos incluem celulas tumorais desprovidas de fatores de crescimen¬ 
to, de oxigenio adequado e da capacidade de eliminar lixos metabolicos por meio da vascula- 
tura. Alem disso, varios mecanismos de defesa celular antitumor do circuito regulatorio alta¬ 
mente conectado de cdulas atua para eliminar celulas pre-malignas de comportamento aber¬ 
rance (Capi'tulo 9). Como uma conseqiiencia do atrito resultante em cada geragao celular, a 
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arvore genealogica de celulas em uma massa tumoral, na verdade, parece completamente 
diferente (Figura 10.5D). Muitos ramos da arvore estao sendo continuamente podados pela 
alta taxa de mortalidade de celulas tumorais em cada geragao. 

Esse desgaste progressive significa que o niimero de geragoes celulares necessarias para for- 
mar uma massa tumoral de um determinado tamanho e muito maior do que seria predito 
por simples cineticas de crescimento exponencial. For exemplo, uma populagao clonal de 10^ 
celulas tumorais pode ser idealizada, com base em seu tamanho, como tendo passado por 10 
ciclos de crescimento e divisao exponencial desde sua fundagao por uma ancestral; na realida¬ 
de, 20, 30 ou mais geragoes celulares podem ter sido necessarias para acumular essa quantida- 
de de celulas. 


Figura 10.5 Geragoes de celulas formando 
uma massa tumoral (A) 0 crescimento de um 
tumor pode ser relaclonado ao seu tamanho 
quando e detectado pela primeira vez por 
ralos X, quando se torna palpavel e quando 
alcanga um tamanho que apresente risco a 
vIda. (B) Em principle, cada vez que as 
celulas de um tumor se dividem, essa 
populagao celular, como um todo, deverla 
dupilear em tamanho. (Somente sels 
populagoes sao mostradas aqui.) 
Consequentemente, o numero de 
dupileagoes sucessivas da populagao, 
teoricamente requerldo para gerar um tumor 
letal para uma unica celula fundadora 
ancestral, pode ser calculado a partir do 
grafico no palnel A como sendo em torno de 
40. (C) Na realldade, entretanto, as 
populagoes celulares que estao se 
desenvolvendo para o estado neoplasico e 
aquelas que ja sao neoplasicas passam por 
um atrlto substanclal durante cada geragao 
celular. 0 corante TUNEL {pantos marrons- 
escuros) e utlllzado aquI para detectar celulas 
apoptoticas em um tumor mamarlo de 
camundongo que surglu em um 
camundongo que carregava um transgene 
Wnt-1 oncogenico em sua linhagem 
germlnativa. De fato, esse ensalo subestimou 
bastante a taxa de apoptose em cada 
geragao celular, ja que as celulas apoptoticas 
persistem somente por uma hora antes de 
serem consumidas por celulas vizinhas e por 
maerbfagos. (D) A alta taxa de atrlto leva a 
perda de multas celulas em cada geragao 
celular {tragos diagonais). 

Consequentemente, uma celula fundadora 
ancestral que deverla ter gerado 2" 
descendentes deixa somente cinco 
descendentes na 12^ geragao. 0 numero 
necessarlo de geragoes celulares sucessivas 
para gerar um tumor de tamanho que 
apresente risco de morte e, dessa maneira, 
maior e, na ausencia de um conhecimento 
precise das taxas de atrlto, Incalculavel. (A, 
de B. Alberts etal., Molecular Biology of the 
Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 

2002; C, cortesla de L. D. AttardI e T. Jacks.) 
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Esses calculos revisados fornecem credibilidade para o conhecimento de que o corpo 
humano dota suas linhagens celulares com um niimero limitado de ciclos de crescimento 
e divisao a fim de se proteger contra o desenvolvimento de tumores. For exemplo, se 
populagoes celulares devem passar por 100 geragoes replicativas a fim de formar um 
tumor humano clinicamente detectavel, e provavel que a maioria das populagoes celula¬ 
res tumorais incipientes utilizarao suas cotas normals de 50 a 60 divisoes celulares antes 
de iniciar a criagao de tal massa. 

Tendo aceitado, ao menos por enquanto, esse argumento e suas conclusoes, estamos deixan- 
do alguns enigmas importantes: como as celulas podem recordar sua historia replicativa? E 
como celulas cancerosas aspirantes apagam a memoria de sua historia e adquirem a capacida- 
de de proliferar indefmidamente, ou no mi'nimo tanto quanto e necessario, para formar um 
tumor macroscopico clinicamente detectavel? 

Uma solugao para o problema da historia replicativa deve, mais cedo ou mais tarde, ser 
descoberta em termos das agoes de moleculas especi'ficas dentro das celulas. Qualquer que 
seja sua natureza, a solugao dificilmente e obvia. Organismos complexes como humanos nao 
possuem um relogio biologico inato para a contagem do mimero de geragoes (organica) que 
separam cada um de nos dos ancestrais que viveram 100 ou 1 mil anos atras. Quando dese- 
jamos conhecer o mimero dessas geragoes sobre extensos pen'odos, geralmente contratamos 
geneticistas para mapea-los. Nenhum dispositivo de contagem biologica dentro de nossos 
corpos pode nos fornecer tais respostas. Como, entao, entidades biologicas mais simples — 
celulas humanas individuals - podem manter a trilha de suas geragoes? 

Alem disso, e provavel que esse mecanismo de contagem de geragoes seja, na linguagem 
de biologos de desenvolvimento, celular-autonomo; isto e, ele deve ser intrmseco a uma 
celula, e nao-influenciado por interagoes existentes entre a celula e suas vizinhas e o 
corpo como um todo. Lembre a contrastante situagao de oncogenes e genes supressores 
de tumor. Os produtos da maioria desses genes perturbam as vias responsaveis pelo pro- 
cessamento de sinais recebidos pelas celulas de seus arredores - processo celular nao- 
autonomo. Finalmente, o dispositivo de contagem de geragoes hipotetico deve ser relati- 
vamente estavel bioquimicamente, pois necessita guardar um registro da historia passada 
de uma linhagem celular de forma que sobreviva a extensos pen'odos, com frequencia, 
muitas decadas. 

Em princi'pio, o processo de contagem desse “relogio de geragoes” (que conta as geragoes 
celulares decorridas em vez do tempo decorrido) pode depender das concentragoes de 
alguma molecula intracelular soliivel que (1) e sintetizada inicialmente no desenvolvi¬ 
mento, e nao depois; (2) esta presente em altas concentragoes nas celulas embrionarias 
que sao os ancestrais para diversas linhagens; e (3) sofre diluigao progressiva por um 
fator de 2 a cada vez que uma celula se divide em uma linhagem. A senescencia pode ser 
desencadeada apos os nfveis desse composto cai'rem abaixo de seu m'vel inicial. Pensa- 
mento plausi'vel aos matematicos, esse ajuste nao pode atuar no mundo real da biologia. 
A bioquimica diz que nenhuma molecula pode estar presente em uma celula com uma 
escala de concentragao que vai de 2^° a 2^°. 

Isso forgou os pesquisadores a olharem outra parte das incorporagoes moleculares do relogio 
de geragoes. Eles recairam sobre dois mecanismos regulatorios que governam a capacidade 
replicativa de celulas em crescimento in vitro e, possivelmente, in vivo. O primeiro desses 
parece medir o estresse fisiologico cumulative que linhagens celulares experimentam em ex¬ 
tensos pen'odos e, assim, para a proliferagao uma vez que o dano exceda um determinado 
ponto; isso causa a entrada das celulas no estado de senescencia. 

O segundo regulador mede por quantas geragoes replicativas uma linhagem celular passou e 
soa um alarme mais drastico uma vez que a cota permitida de duplicagoes replicativas tenha 
sido utilizada; isso leva ao estado chamado crise, o qual resulta na morte apoptotica da maio¬ 
ria das celulas da populagao. Trataremos, primeiramente, dos mecanismos indutores de se¬ 
nescencia, e, apos, descreveremos aqueles que governam a crise. 
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10.3 O estresse fisiologico celular impoe uma limita^ao na 
replica^ao 

Evidendas para as causas de senescenda replicariva vem de experimentos nos quais as condipoes 
de cultura in vitro sao variadas. As observapoes mais dramaricas derivam de experimentos em que 
a tensao de oxigenio a qual as celulas em cultivo sao expostas tern sido reduzida de 20% para 1 a 
3%; isso resulta no aumento substandal da extensao da vida replicariva in vitro. Em um conjunto 
de experimentos, populapoes de fibroblastos diploides humanos apresentaram uma extensao mais 
longa de vida do que 20% (ou seja, foram 20% mais duplicapoes) em cultura quando crescidas em 
1% de oxigenio do que em 20% de oxigenio; em outro, as celulas apresentaram 50% mais dupli- 
capoes quando cultivadas em 3% de oxigenio do que quando cultivadas com 20% de oxigenio 
(Figura 10.6A). As tensoes mais habeas de oxigenio refletem melhor as tensoes de oxigenio que a 
maioria das cdulas experimenta em tecidos vivos, melhor do que a tensao que e mais convenien- 
temente fornecida as celulas em uma incubadora de cultura de tecidos. Alem disso, no caso de 
celulas epiteliais, a presen^a de uma camada alimentadora de estroma causa profundos efeitos na 
capacidade dessas cdulas de sobreviverem e proliferarem em cultura (Figura 10.6B). 

A contribui^ao do dano oxidativo cumulativo para a senescencia tambem e sugerida por 
outros tipos de evidencias. Por exemplo, cdulas senescentes cultivadas produzem formas 
oxidadas de guanina quatro vezes mais em rela^ao a taxa de celulas jovens, sugerindo uma 
progressiva avaria da fun^ao mitocondrial durante a cultura in vitro, um escapamento resul- 
tante de especies reativas de oxigenio (ROS) da mitocondria e o aciimulo de grandes nume- 
ros de lesoes induzidas por oxida^ao nessas celulas. Muitas das lesoes que induzem senescen¬ 
cia sao encontradas no DNA cromossomal de celulas. 


Figura 10.6 Influencia das condigoes de 
cultura no prinoipio de senescencia (A) A 
capacidade proliferativa de populagoes 
celulares (nivel de duplicagao de 
populagao, ordenada) foi medida quando 
elas foram expostas em cultura a 3% ou 
20% de oxigenio. A concentragao de 3% de 
oxigenio e mais fisiologica, ja que reflete a 
concentragao de oxigenio que as celulas 
experimentam em tecidos vivos. (B) A 
dependencia de celulas epiteliais normals 
pelo suporte biologico do estroma cria um 
estresse adicional quando tais celulas sao 
propagadas in vitro. Quando crescidos 
como culturas puras, queratinocitos de 
prepucios humanos induzem rapidamente 
a expressao da proteina supressora de 
tumor {iinha verde: veja a Segao 

8.4), a qual logo impoe a parada de 
crescimento e a senescencia dessas 
celulas. Entretanto, quando essas celulas 
epiteliais sao crescidas em cima de uma 
camada alimentadora de fibroblastos {Iinha 
marram), elas podem proliferar por um 
extenso periodo sem passarem por uma forte 
indugao de p16"^'^'^* e senescencia 
resultante. (A, de Q. Chen, A. Fischer, J. D. 
Reagan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 
4337-4341, 1995; B, de B. Fu, J. Quintero e C. 
C. Baker, Cancer Res. 63: 7815-7824, 2003.) 


Provocativamente, os m'veis de dois importantes inibidores de CDKs supressores de cresci¬ 
mento — pl6”^’^^A e p21‘-‘P* - aumentam progressivamente em uma variedade de tipos celu¬ 
lares humanos durante a extensa cultura in vitro (Figura 10.7A). Alem disso, variantes de 
queratinocitos humanos que escapam da senescencia inicial in vitro freqiientemente carre- 
gam copias inativadas do gene que codifica a proteina supressora de tumor plb^'^’^^*. Como 
verificamos anteriormente, uma vez presente acima de um certo nivel, pibloqueia a 
fosforilagao de pRb por ciclinas do tipo D e CDK4/6, e a pRb hipofosforilada resultante 
pode atuar com o objetivo de parar a proliferagao (Segao 8.4). De maneira similar, p21‘^‘P* 
pode parar a progressao do ciclo celular, porem apresenta uma agao mais ampla, ja que essa 
pode bloquear a sinalizagao realizada por todas as cinases dependentes de ciclina envolvidas 
na progressao atraves das fases Gj (final), S, G 2 e M do ciclo celular. 

A expressao ectopica de pi(Figura 10.7B) em celulas causa o desenvolvimento dos 
muitos atributos de senescencia replicariva. Essas e outras observagoes indicam que as cdulas 








366 / Capi'tulo 10 Vida Eterna: iMORTALizAgAo Celular e TumorogEnese 


(A) 


3 18 26 
7 42 60 


32 

74 


36 

84 


42 

98 


43 PD 

100 %de tempo 
de Vida 
^ p21 


Figura 10.7 Indugao de proteinas 
supressoras de tumor durante a cultura in 
vitro (A) Quando fibroblastos endometriais 
humanos de adulto sao propagados in 
vitro, a expressao das proteinas p16"^'^'^* e 
p 2 icipi ^ induzida, embora com cineticas 
distintas. Essas celulas apresentam uma 
duragao de vida esperada de 40 a 43 
duplicagbes de populagao (PD) em cultura, 
e, portanto, entram em senescencia. (B) 
Celulas normals {esquerda) sao 
relativamente pequenas e tern pouco 
contato com o substrato (amareio) e 
relativamente poucas fibras de actina 
{laranja), em contraste com as celulas 
senescentes {centra e direita). A expressao 
ectbpica de pi 6"^'^''* e capaz de Induzir urn 
fenotlpo celular {centra) que e indistinguivel 
daquele de celulas que entraram em 
senescencia repllcativa {direita). Esse efelto 
pode depender de sua capacidade de inibir 
CDK4 e CDK6, bloqueando, dessa forma, a 
fosforilagao de pRb. (A, de S. Brookes, J. 
Rowe, A. Gutierrez Del Arroyo et al., Exp. 
Cell Res. 298: 549-559, 2004; B, cortesia de 
I. Ben-Porath.) 



respondem aos estresses de cultura in vitro por meio da indugao da expressao de inibidores 
CDK chave; uma vez induzidas, essas proteinas forgam as celulas a assumirem muitos dos 
atributos associados ao estado senescente. Significativamente, a senescencia inicial de quera- 
tinocitos humanos cultivados pode ser evitada por meio da expressao ectopica de altos m'veis 
de CDK4 nessas celulas; essa cinase dependente de ciclina serve para seqiiestrar pl6”^’^^A 
(veja a Figura 8.13), prevenindo, assim, essa da parada da proliferagao celular e a indugao de 
senescencia. 

Como indicado na Figura 10.7A, a indugao da expressao de p21‘-'P' tambem pode ocorrer, 
assim como em celulas que se aproximam da senescencia. Em tais celulas senescentes, a indu¬ 
gao de p21^‘P* e mediada por m'veis e atividade elevados da protema supressora de tumor 
p53. Em algumas celulas, como fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs), os m'veis 
de p53 aumentam 10 a 14 vezes, assim como em celulas proximas a senescencia. Uma vez 
induzida, p53 parece atuar de uma maneira citostatica (via p21‘^‘P') para segurar a prolifera¬ 
gao celular adicional; assim como plb’^’^^A (veja a Figura 10.7B), a expressao ectopica de 
p 2 iCipi relatada na indugao do fenotipo celular senescente. 


Figura 10.8 Papel do antigeno “large T” na 
circunvengao da senescencia 
Experimentos com uma variedade de tipos 
celulares humanos indicam que a 
inativagao de pRb e p53 e necessaria para 
assegurar que essas celulas nao entrem 
em senescencia em cultura. Isso pode ser 
alcangado por meio da expressao do 
antigeno “large T” (LT) de SV40 nessas 
celulas. Como visto aqui, celulas de rim 
embrionario humano (FIEK) entram em 
senescencia apos 10 a 12 duplicagbes de 
populagao (PDs) em cultura {linha cinza). 
Entretanto, se elas expressarem a proteina 
LT tipo selvagem {linha azui-escuro) ou urn 
mutante de LT que permanece com a 
capacidade de ligar e sequestrar p53 e 
pRb {linha vermelha), elas enganam a 
senescencia e continuam a proliferar por 
urn extenso perlodo. Mutantes de LT que 
perderam a capacidade de sequestrar 
p53 {linha marrom) ou pRb {linha verde- 
claro) falham na prevengao da 
senescencia. (De W. C. Flahn, S. K. 
Dessain, M. W. Brooks et al., Mol. Cell. 
Biol. 22: 2111-2123, 2002.) 
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Podemos imaginar que o ambiente vivenciado por celulas pre-neoplasicas e neoplasicas den- 
tro dos tecidos as for^a a se adaptarem a uma variedade de estresses fisiologicos similares 
aqueles sofridos por celulas em cultura. Certamente, as mesmas vias de sinaliza^ao — pRb e 
p53 - que devem ser inativadas a fim de evitar a senescencia in vitro (Figura 10.8) tambem 
sao inativadas na grande maioria de tumores humanos, como verificamos nos Capi'tulos 8 e 
9. Conseqiientemente, quando celulas cancerosas sao extrai'das de tumores e transferidas 
para cultura de tecidos, a previa inativa^ao de suas vias Rb e p53 podem auxilia-las a resisti- 
rem a muitos dos estresses impostos pelas condi^oes de cultura in vitro, evitando, assim, a 
senescencia. 

Em acordo com essa ideia esta a observa^ao de que a senescencia de fibroblastos bumanos de 
primeira passagem e celulas epiteliais, ambos cultivados, pode ser evitada se a oncoprotema “large 
T” de SV40 for expressa nessas celulas (veja a Figura 10.8). Por meio do seqiiestro de ambas as 
protelnas supressoras de tumor, p53 e pRb, a protema “large T” e capaz de neutralizar os circuitos 
celulares regulatorios chave que impoem a senescencia em resposta ao estresse celular fisiologico. 

Como pesquisadores tern plane) ado condi^oes de cultura celular que mais se aproximam ^ con- 
di^oes vivenciadas pelas celulas dentro dos tecidos, a meia-vida de linhagens celulares em cultura 
tern aumentado progressivamente, e a senescencia in vitro pode ser atrasada e, em determinados 
casos, completamente evitada. Isso levanta a questao se a senescencia celular sempre ocorre in vivo. 
Resolver essa questao e complicado pelo fato de que relativamente poucos marcadores bioqui'mi- 
cos sao disponlveis, os quais podem ser utilizados para identificar celulas senescentes dentro de 
tecidos em que residam grandes popula^oes de celulas que nao estao em crescimento, no estado 
Gq. Um marcador de senescencia amplamente utilizado e a enzima P-galactosidase acida, a qual e 
expressa em celulas senescentes (veja a Figura 10.3). O uso desse marcador tern fornecido eviden- 
cias, ainda fragmentadas, de que a senescencia celular certamente ocorre in vivo (Figura 10.9). 
Outros marcadores bioqui'micos de senescencia estao sendo descobertos. 

A probabilidade de que a senescencia seja um processo fisiologico (mais do que simplesmente 
um artefato de experimentos em cultura de celulas) e aumentada por observances que indi¬ 
cam que uma variedade de outros estresses celulares fisiologicos, junto com uma extensa 
propaganao in vitro, tambem e capaz de induzir um estado celular que e indistingui'vel da 
senescencia replicativa. Dentre estes, estao hiperoxia (estresse oxidativo), dano ao DNA e a 
sinalizanao defeituosa por determinadas oncoprotei'nas. Por exemplo, a elevada sinaliza^ao 
pela protei'na Ras pode induzir senescencia em certos tipos celulares. 



Figura 10.9 Evidenoias de celulas 
senescentes em tecidos vivos A existencia 
de celulas senescentes in vivo e sugerida 
por diversas linhas de evidencia. (A) 
Embrioes de camundongo que sao 
mutantes homozigotos no loco Brcal, que 
esta envolvido na manutengao da 
integridade genomica, tern sido produzidos 
(Segao 12.10). Como consequencia, 
celulas por todos esses embrioes (mut, 
esquerda) sofrem extensos danos 
genomicos, causando o registro de suas 
celulas como senescentes {azuf} por meio 
do ensaio para a enzima p-galactosidase 
associada a senescencia (SA-p-gal) (veja a 
Figura 10.3), em contraste a embrioes do 
tipo selvagem (wt, direita), em que tais 
celulas senescentes nao estao evidentes. 
(B) A presenga de melanocitos humanos 
senescentes dentro de verrugas 
displasticas (precursores benignos de 
melanomas) tambem pode ser 
demonstrada pela marcagao com SA-p-gal 
{azul: ver a insergao). (C) 0 tratamento de 
tumores com drogas quimioterapicas 
tambem parece induzir a senescencia em 
celulas tumorais, como avaliado pela 
coloragao azul com o corante SA-p-gal 
especifico a senescencia. Aqui se verifica 
uma porgao de um carcinoma de pulmao 
de um paciente que foi tratado com as 
drogas carboplatina e taxol antes da 
excisao cirurgica do tumor. 0 tecido 
pulmonar normal mostrou raros tragos de 
celulas coradas com SA-p-gal. (A, de L. 
Cao, W. Li, S. Kim, S. G. Brodie e C. -X. 
Deng, Genes Dev. 17: 201-213, 2003; B, 
cortesia de D. Peeper; C, de R. S. 

Roberson, S.J. Kussick, E. Vallieres et al.. 
Cancer Res. 65: 2795-2803, 2005.) 


Uma prova definitiva de que a senescencia e um fenomeno in vivo tern se tornado cn'tica para o 
nosso entendimento do desenvolvimento de cancer. Assim, se a senescencia celular e verdadeira- 
mente um processo celular fisiologico que ocorre em celulas dentro de tecidos vivos, podemos 
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imaginar que ela serve como uma importante barreira ao desenvolvimento de tumores que apare- 
cem espontaneamente. Inversamente, se a senescencia celular e, na maior parte, um artefato de 
cultura de tecidos, seu papel na patogenia do cancer se torna menos plausi'vel. 


10.4 A prolifera^ao de cdulas em cultura tambem e limitada 
pelos telomeros de seus cromossomos 

Enquanto fibroblastos humanos cultivados expressam a oncoprotei'na “large T” a fim de 
contornar a senescencia (veja a Figura 10.8), eles ainda nao estao imortalizados. Apos um 
nurnero adicional de geragoes celulares - talvez 10 a 20 — alem do tempo em que eles geral- 
mente se tornariam senescentes, as populagoes celulares entram em crise e exibem apoptose 
difundida. O anti'geno “large T” de SV40, mesmo com sua potente capacidade de inativar 
p53, claramente nao protege contra a morte apoptotica associada a crise. 

A senescencia representa uma parada na proliferagao celular com retengao da viabilidade celular 
sobre extensos periodos, enquanto o processo de crise envolve morte por apoptose (Figura 10.10). 
As celulas senescentes parecem ter um cariotipo razoavelmente estavel (porem, nao totalmente), 
enquanto celulas em crise apresentam uma instabilidade cariodpica difundida. 

O tempo do processo de crise e o aparecimento de celulas que entraram nesse estado sugerem o 
envolvimento de um segundo mecanismo que atua de forma independente do(s) mecanismo(s) 
que desencadeia(m) a senescencia. O funcionamento desse segundo mecanismo tern sido seguido 
ate o DNA cromossomal de celulas. Diferentemente do(s) mecanismo(s) que leva(m) a senescen¬ 
cia, o instrumento molecular que inicia o processo de crise e, na verdade, um dispositivo de 
contagem funcional que registra quantos ciclos sucessivos de crescimento e divisao as linhagens 
celulares passaram desde a celula fundadora no embriao jovem. 

A primeira vista, o DNA cromossomal pareceria ser um sitio improvavel para celulas mami- 
feras construi'rem tal “relogio de geragoes”. Sabemos que a estrutura do DNA cromossomal e 
altamente estavel e, como conseqiiencia, deveria ser imutavel de uma geragao celular a outra. 
Um relogio de geragoes, em contraste, deve depender de alguma mudanga molecular progressiva 
que e notada e registrada durante cada geragao celular. Como moleculas de DNA cromosso¬ 
mal, as quais parecem ser tao imutaveis, podem registrar uma geragao celular adicional cada 
vez que uma celula passa por um ciclo de crescimento e divisao? 

Cada cromossomo de um mamifero carrega uma simples e extremamente longa molecula de 
DNA. Como demonstrado, as duas extremidades dessa molecula de DNA criam um serio proble- 
ma para a celula — um problema dramaticamente revelado pela tecnica experimental de transfec- 
gao de DNA (veja a Segao 4.2). Apos entrar nas celulas, as moleculas de DNA linear transfectadas 


Figura 10.10 Apoptose associada a 
popuiagoes ceiulares em crise Populagoes 
celuiares em crise mostram apoptose 
difundida, com uma alta percentagem de 
celuias no meio de desintegragao e 
numerosos fragmentos celulares {pantos 
brancos refratarios). Em virtude das 
populagoes de celulas nao entrarem em 
crise simultaneamente, algumas das 
celulas em tais populagoes ainda parecem 
relativamente normals {acima, a direita). 
(Cortesia de S. A. Stewart.) 
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Figura 10.11 Telomeros detectados por hibridizapao in situ por 
fluorescencia Os telomeros podem ser detectados pela tecnica de 
hibridizagao in situ por fluorescencia (FISFt), na qual uma sonda de 
DNA que reconhece as sequencias repetidas presentes no DNA 
telomerico e acoplada com uma sonda fluorescente. (A) Nesta 
micrografia, celulas humanas foram flagradas na metafase utilizando 
urn antagonista de microtubulo. Os telomeros dos cromossomos 
condensados resultantes (vermeiho) sao, entao, visualizados por meio 
de uma sonda que marca o DNA telomerico (pontos verde-amarelos). 
Cada cromatide carrega telomeros em ambas as extremidades. Em 


virtude de essas celulas estarem na metafase, as cromatides pareadas, 
recentemente replicadas, ainda nao se separaram. (B) 0 cariotipo visto 
no painel A pode ser comparado com aquele de celulas que foram 
privadas de TRF2, uma proteina-chave na manutengao da estrutura 
normal do telomero (veja a Figura 10.19). Nessas celulas, os telomeros 
perdem sua fungao protetora, resultando em uma massiva fusao de 
extremidade com extremidade de cromossomos que, frequentemente, 
resulta na fusao de todos os cromossomos de uma celula em urn 
enorme cromossomo. (A, cortesia de J. Karlseder e T. de Lange; B, de 
G. B. Cell! el de Lange, Nat. Cell Biol. 7: 712-718, 2005.) 


sao rapidamente fusionadas, extremidade com extremidade, por meio de agoes de uma variedade 
de nucleases e DNA ligases que estao ativas na maioria, senao em todos, dos tipos de celulas 
mami'feras. Portanto, DNAs lineares sao intrinsicamente instaveis em nossas celulas, ainda que 
moleculas de DNA linear claramente persistam dentro de cromossomos. 


Os telomeros localizados nas extremidades dos cromossomos (Figura 10.11) explicam como 
essas moleculas de DNA linear podem coexistir estavelmente com as diversas enzimas modi- 
ficadoras de DNA da celula. Os telomeros atuam para prevenir a fusao extremidade-extremi- 
dade de moleculas de DNA cromossomal e, portanto, prevenir a fusao de um cromossomo 
com outro. De fato, os telomeros servem como um escudo protetor para as extremidades 
cromossomais, assim como as agulhetas que protegem as pontas dos cadargos de sapatos. 
Como veremos, os eventos catastroficos de crise sao disparados quando celulas perdem os 
telomeros funcionais de seus cromossomos. 

Descobertas relatadas em 1941 por Barbara McClintock (Figura 10.12) em seus estudos de 
cromossomos de milho primeiramente revelaram que cromossomos que perderam telomeros 
funcionais em suas extremidades logo fusionaram, extremidade com extremidade, com ou¬ 
tro. Os megacromossomos resultantes possuem dois ou mais centromeres, estruturas cro- 


Figura 10.12 Barbara McClintock Os estudos detalhados de Barbara 
McClintock sobre os cromossomos de milho revelaram estruturas 
especializadas nas extremidades de cromossomos - os telomeros - que os 
protegem de fusoes de extremidade com extremidade. Esse trabalho, e a 
demonstragao de que elementos geneticos moveis no genoma de milho, mais 
tarde chamados de transposons, a fizeram merecedora do Premio Nobel em 
Fisiologia ou Medicina de 1983. (Cortesia da American Philosophical Society.) 
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Figura 10.13 Enourtamento de DNA 
telomerioo em harmonia com a proliferagao 
celular (A) 0 tamanho do DNA telomerico 
foi medido em uma populagao de linfocitos 
humanos nao-imortalizados. A cada vez 
que ocorreu uma passagem de culture, 
parte fol coletada, e o DNA telomerico 
dessas celulas fol anallsado. Cada 
passagem representou de 3 a 6 
dupllcagoes de populagao (PDs). 0 
tamanho deste DNA pode ser medido por 
melo do tratamento do DNA genomico com 
diversas enzimas de restrigao que nao 
clivam dentro da sequencia repetida 
TTAGGG que constitui o DNA telomerico. 

Os unicos fragmentos de DNA genomico 
de alto peso molecular separados sao 
aqueles com a sequencia repetida de 
hexanucleotideos que constitui o DNA 
telomerico. 0 tamanho dos fragmentos de 
restrigao telomerlcos (TRFs) resultantes 
pode ser, entao, determlnado por melo de 
eletroforese em gel segulda de analise de 
Southern blotting utlllzando uma sonda que 
reconhece essa sequencia. Ja que os 
telomeros dentro de uma dada celula sao 
de tamanhos heterogeneos, e ja que a 
extensao do encurtamento do DNA 
telomerico difere de uma celula para outra, 
a distribuigao por tamanho de DNA 
telomerico em cada amostra e 
completamente heterogenea. Na analise 
mostrada, os TRFs de linfocitos humanos 
mortals (ou seja, nao-imortalizados) 
desenvolveram-se cada vez mais curtos 
com cada passagem sucessiva dessas 
celulas (geralmente calculado ser entre 50 
e 100 pares de bases por geragao celular). 
Quando os TRFs tornaram-se menores do 
que 3 kb em tamanho, as celulas entraram 
em crise. Mais tarde, quando as celulas 
surgiram espontaneamente da crise (e se 
tornaram imortalizadas), elas mantiveram 
seu DNA telomerico em tamanhos que 
eram pouco maiores do que aqueles 
verificados nessas celulas em crise. (B) 
Observagoes como essas tern levado ao 
modelo mostrado, no qual o DNA 
telomerico (vermelho) encurta 
progressivamente a cada vez que passa 
por urn cicio de crescimento e divisao ate 
que os telomeros estejam tao desgastados 
que nao possam proteger as extremidades 
de DNA cromossomal. Esse colapso de 
telomero provoca a entrada de uma celula 
no processo de crise. (De fato, nao se sabe 
precisamente como o encurtamento do 
DNA telomerico, que vem antes da crise, e 
desencadeado.) Note que esse esbogo nao 
apresenta escala: o DNA telomerico tern, 
geralmente, de 5 a 10 kb em tamanho, 
enquanto o corpo do DNA cromossomal 
{azul) tern, frequentemente, dezenas de 
megabases em tamanho. (A, de C. M. 
Counter, F. M. Botelho, R Wang et at, J. 

Virol. 68: 3410-3414, 1994.) 
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mossomais especializadas que se ligam as fibras do fuso mitodco durante a mitose. Uma 
forma extrema dessa fusao e mostrada na Figura 10.1 IB, na qual, virtualmente, todos os 
cromossomos de uma celula estao fusionados em um cromossomo gigante. 

Como discutido em maior detalhe posteriormente, o DNA componente de cada telomero 
em nossas celulas e composto da sequencia de hexanucleotideos 5’-TTAGGG-3’, a qual esta 
repetida em tandem milhares de vezes; essas seqtiencias repetidas, junto com proteinas asso- 
ciadas, formam o telomero funcional. O DNA telomerico (e, assim, os telomeros) de celulas 
humanas normals proliferam em cultura de uma forma progressivamente encurtada durante 
cada cicio de crescimento e divisao, ate se tornarem tao curtos que nao possam proteger 
efetivamente, nao por muito tempo, as extremidades de cromossomos (Figura 10.13). Nesse 
ponto, ocorre a crise, a fusao de cromossomos, e observa-se uma morte apoptotica difundida. 
Portanto, em tais celulas, e o encurtamento do telomero que atua para registrar o numero de 
geragoes celulares atraves das quais as populagoes celulares passam desde sua origem no em- 
briao jovem. 

Em celulas humanas que entram em crise, os eventos iniciais de fusao extremidade com 
extremidade geralmente ocorrem entre as extremidades telomericas desgastadas de duas cro- 
matides irmas que formam as duas metades do mesmo cromossomo (Figura 10.14A). Fem- 
bre que cromatides pareadas existem durante a fase Gj do cicio celular - um periodo apos a 
fase S, que cria duas cromatides a partir de um cromossomo parental - e antes da fase M, 
quando essas duas cromatides irmas sao destinadas a separagao (veja a Figura 8.3). Tais fusoes 
entre as extremidades de cromatides irmas (preferivelmente do que entre as extremidades de 
dois cromossomos nao-relacionados) sao favorecidas por no minimo duas razoes. Primeiro, 
as duas cromatides, e suas extremidades, sao presas com grande proximidade por meio de 
seus centromeros unidos. Segundo, por razoes desconhecidas, os telomeros encurtam a velo- 
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Figura 10.14 Mecanismos de ciolos de quebra-fusao-ponte (A) A quebra, a 
fusao e a formagao de ponte cromossomal ocorrem quando os telomeros 
{vermelho) se fornam muito curfos para proteger as extremidades de DNA 
cromossomal. 0 desenho apresenfado e a configuragao de urn cromossomo 
na fase Gj do cicio celular. Suas duas cromatides permanecem ligadas uma a 
outra por seu centromere compartilhado {verde). Como mostrado, os telomeros 
dos bragos longos desse cromossomo azul foram desgastados antes daqueles 
dos bragos curfos. Ambas as extremidades dos bragos longos estao 
igualmente desgastadas, ja que recentemente foram duplicadas durante a fase 
S previa. As extremidades desses dois bragos, mantidos em uma grande 
proximidade pelo centromere compartilhado, agora se fusionam urn com o 
outro, levando a uma cromatide dicentrica, que contem dois telomeros e dois 
centromeres. (B) Durante uma mitose normal, as duas cromatides irmas serao 
tracionadas separadamente dos centrossomos opostos localizados nas duas 
extremidades polares do fuse mitotico {esquerda). Do mesmo mode, o fuse 
mitotico tracionara os centromeres {verde) de urn cromossomo dicentrico em 
diregoes opostas, sem ter consciencia de que essas duas cromatides sao 
unidas por seus bragos longos. (C) Diferentemente de pares de cromatides 
configurados normalmente, os quais se separarao e segregarao em grupos, 
proximo aos dois centromeros, o cromossomo dicentrico nao sera capaz do 
mesmo; em vez disso, criara uma ponte entre os dois polos do fuse mitotico 
durante a anafase da mitose. Finalmente, o cromossomo dicentrico sera 
rasgado em algum ponto trace. Durante o proximo cicio celular, o fragmento 
maior sem urn telomero em uma extremidade (azul) podera fusionar com outro 
cromossomo atelomerico (bege), criando urn novo cromossomo dicentrico, o 
qual sera tracionado durante uma mitose subsequente, resultando, mais uma 
vez, em urn cicio de quebra-fusao-ponte. (0 destino do fragmento mais curto 
de cromatide gerado pelo primeiro cicio de quebra nao e mostrado.) 
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Figura 10.15 Cromossomos dioentricos, pontes de anafase e pontes 
internucleares (A) Dm cromossomo dicentrico e visto (seta branca) em uma 
anafase de celulas de uma linhagem de carcinoma pancreatico humano. Os 
centromeros foram corados (rosa). (B) Tais cromossomos dicentricos 
frequentemente resultam na formagao de pontes de anafase, diversas das quais 
sao verificadas em uma celula de histiocitoma fibroso maligno humano. Os dois 
grupos opostos de cromossomos sao incapazes de se separar apropriadamente 
urn do outro, pois eles ainda estao conectados por multiplas pontes de anafase. A 
observagao de tais pontes de anafase (veja a Figura 10.14) fornece fortes 
evidencias de que cromossomos dentro de tais celulas participam de ciclos de 
quebra-fusao-ponte, pois eles nao possuem telomeros adequadamente longos. 

(C) Enquanto a maioria das pontes de anafase e rompida durante a telofase ou 
citocinese, algumas podem persistir nas celulas de interfase resultantes, causando, 
por exempio, a ligagao dos nucleos de duas celulas-filhas de uma celula tumoral 
linfomatosa humana por uma ponte de cromatina. (De D. Gisselsson, L. Pettersson, 
M. Hoglund et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 5357-53662, 2000.) 


cidades diferentes nos diferentes bragos cromossomais. Conseqiientemente, os dois DNAs 
telomericos homologos (p. ex., o par de telomeros nas extremidades dos bragos longos das 
cromatides do Cromossomo 9 humano), tendo sido gerados somente por replicagao de DNA, 
possuem estruturas moleculares virtualmente identicas. Assim, se a extremidade telomerica 
de uma cromatide tornou-se encurtada, desgastada e vulneravel a fusao, e provavel que sua 
contraparte na outra cromatide pareada esteja no mesmo estado. 

Quando essas cromatides fusionadas participam na mitose que se segue, seus dois centromeros 
serao puxados em diregoes opostas pelo ftiso mitotico, criando as dramaticas pontes de andfase que 
sao frequentemente visualizadas seguindo a extensa erosao telomerica (Figura 10.14B). Mais cedo 
ou mais tarde, o aparato mitotico que e puxado em tal cromatide dicentrica (uma cromatide com 
dois centromeros) realizara seu resgate em algum sltio aleatorio entre os dois centromeros (Figura 
10.14C). Isso resulta em duas novas extremidades cromossomais, nenhuma das quais possui um 
telomero. Tais extremidades desprotegidas podem fusionar uma com a outra ou com extremida¬ 
des desprotegidas de outros cromossomos nao-homologos. 

No momento em que a extremidade nao-telomerica defeituosa resultante de um cromosso¬ 
mo fusiona com a extremidade de um outro cromossomo (nao-homologo), o destine dessa 
nova cromatide dicentrica resultante e mais ambi'guo (veja a Figura 10.14C). Na metade das 
vezes, em media, os dois centromeros serao puxados na mesma diregao ao centrossomo, que 
gera micleo em uma das duas celulas-filhas que estao prontas a nascer, e nenhuma quebra 
ocorrera. Na outra metade do tempo, os dois centromeros de uma cromatide dicentrica se 
ligarao aos dois corpos opostos do fuso e aos dois centrossomos localizados em lados opostos 
da celula mitotica. Quando cromatides sao separadas durante a anafase na mitose, essa se- 
gunda configuragao (como a primeira entre cromatides irmas) provara mais uma vez ser 
desastrosa, ja que envolvera a destruigao de parte de uma cromatide e a geragao de extremida¬ 
des que estao, como antes, desprotegidas pelos telomeros. 

Essas novas extremidades cromossomais geradas mais uma vez tentarao fusionar com outros cro¬ 
mossomos, resultando em mais cromossomos dicentricos e em um novo ciclo de quebra cromos- 
somal. Essa seqiiencia de eventos e chamada ciclo de quebra-fiisdo-ponte (BFB), ja que envolve a 
quebra inicial de cromatides dicentricas na anafase, a subseqiiente fusao das extremidades de DNA 
nao-telomerico resultante com outras cromatides e a formagao, novamente, de pontes de anafase 
pelos novos cromossomos dicentricos resultantes dessas fusoes (Figura 10.15). Enquanto estao 
ocorrendo, esses ciclos de BFB criam um caos carioti'pico que tern o potencial para afetar muitos 
cromossomos dentro de uma celula, como proposto em 1941 por McClintock. 


A relevancia de telomeros para o estado de crise e indicada pelo fato de que as celulas que 
entram em crise mostram precisamente o tipo de desordem carioti'pica que e observada quan¬ 
do cromossomos perdem seus telomeros. Alem disso, os cromossomos que estao fusionando 
dentro dessas celulas possuem especialmente telomeros curtos, ou nenhum. Essas observa- 
goes bastante diferentes fornecem claras indicagoes de que a maquinaria molecular que de- 
sencadeia a crise reside nos telomeros. 
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10.5 Os telomeros sao estruturas moleculares complexas que nao 
sao replicadas facilmente 


Figura 10.16 A extremidade 3' 
sobressalente do DNA telomerico A fita rica 
em G do DNA telomerico (rosa) estende-se 
alem da fita rica em C {azul). Isso cria uma 
fita 3' sobressalente (direita) que possui, 
frequentemente, diversas centenas de 
nucleotideos em tamanho. Essa fita 
sobressalente e muito mais curta do que a 
porgao dupla-fita do DNA telomerico 
{esquerda), a qual possui em torno de 5 a 
10 kb em tamanho e que nao e 
apresentada aqui em escala. 


A pesquisa conduzida desde a metade dos anos 1980 tem revelado a estrutura molecular de 
telomeros e seu DNA. Para comegar, e como citado anteriormente, o DNA telomerico de 
celulas mami'feras (tanto quanto as celulas de muitos outros metazoarios) e formado a partir 
da seqiiencia repetida de hexanucleoti'deos 5’-TTAGGG-3’ em uma fita (a fita “rica em G”) 
e a complementar 5’-CCCTAA-3’ na outra (a fita “rica em C”). Em celulas humanas nor¬ 
mals, o DNA telomerico e formado a partir de milhares dessas seqtiencias de hexanucleotl- 
deos, resultando em longos trechos de 5 a 10 pares de quilobases de tais seqiiencias repetidas 
nas extremidades de todos os cromossomos. 


O DNA telomerico de celulas mamlferas, e possivelmente as celulas de todos os eucariotos, 
possui um aspecto adicional, diferente: sua fita rica em G e mais longa de cem a diversas 
centenas de nucleotideos, resultando em um longo apendice de fita simples 3’ (Figura 10.16). 
Essa fita sobressalente com freqiiencia e encontrada em uma configuragao molecular mais 
incomum chamada de alga T. Esta foi descoberta no final dos anos 1990, quando o DNA 
telomerico analisado no microscopio eletronico foi encontrado em uma configuragao curvada, 
com efeito de um lago (Figura 10.17A). Tem-se interpretado que essa estrutura depende da forma- 
gao de um complexo de tres litas de DNA (Figura 10.17B e C). A alga T pode estar presente nas 
extremidades de todos os telomeros, embora tenha sido observada em um linico subconjunto 
daqueles verificados, provavelmente por causa das dificuldades tecnicas associadas a preser- 
vagao e a visualizagao dessa estrutura no microscopio eletronico. A alga T pode auxiliar na 
protegao das extremidades de moleculas de DNA linear, pois a extremidade da regiao sobres¬ 
salente fita simples e dobrada em uma regiao dupla-fita, fora do caminho do dano. 

Ambos, o relativamente longo DNA telomerico dupla-fita e a curta extremidade sobressalen¬ 
te, sao ligados por protelnas especlficas. Como se pode esperar, algumas das protelnas pos- 
suem domlnios que reconhecem especificamente e se ligam a seqiiencia de hexanucleoti'deos 
presentes nas regioes de dupla-fita e fita simples do DNA telomerico (Figura 10.18). Juntos, 


Figura 10.17 Estrutura da algaT (A) A 
purificagao de DNA telomerico a partir de 
celulas de camundongo (seguida da 
estabilizagao de estruturas dupla-fita por 
meio de ligagao cruzada de compostos) 
revela, em microscopia eletronica, lagos 
nas extremidades do DNA cromossomal, os 
quais tern sido chamados a/gas T. (B) Um 
desenho esquematico da alga T indica que 
a extremidade 3’ sobressalente da fita rica 
em G (rosa) esta anelada a uma pequena 
regiao da fita rica em C (azul), causando a 
formagao de um lago deslocado {fita rosa). 
As polaridades 5' a 3' das duas fitas sao 
indicadas por pontas de flecha. (C) A alga T 
e ilustrada mais uma vez, dessa vez com 
as duplas helices desenhadas e a 
extremidade 3' sobressalente enfatizada 
em uma linha mais larga {rosa). (A, de J. D. 
Griffith, L. Comeau, S. Rosenfield et al., Cell 
97: 503-514, 1999.) 
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Figura 10.18 Estrutura de uma proteina 
associada a telomero Em adigao a sua 
complexa estrutura (Figura 10.17), o DNA 
telomerico e protegido da degradagao por 
varias proteinas associadas ligadoras de 
telomero. Esta e a estrutura de uma delas, 
chamada Potl, mostrada como urn 
diagrama de fitas com suas helices a, fitas 
P pregueadas e lagos numerados. Potl liga 
tanto 0 DNA telomerico fita simples como o 
de dupla-fita de maneira que auxilie na 
estabilizagao de sua estrutura. A direita 
podemos verificar uma pequena figura do 
DNA telomerico de fita simples que e ligado 
por Poll. (Cortesia de M. Lei.) 



essas proteinas ligadoras de telomero e o DNA telomerico formam os complexos nucleopro- 
telna que chamamos telomeros (Figura 10.19). 

Enquanto a maquinaria de replicagao, que opera durante a fase S do ciclo celular, e altamente 
efetiva em copiar as seqiiencias do meio de moleculas de DNA linear, tais como aquelas do 
corpo de cada um de nossos cromossomos, essa maquinaria possui uma grande dificuldade 
em copiar seqiiencias das varias extremidades dessas moleculas. A dificuldade pode ser rastre- 
ada ao requerimento de que a slntese de todas as fitas durante a replicagao de DNA deve ser 
iniciada na extremidade 3’-hidroxil de uma fita de DNA existente, a qua! serve como um 
iniciador para a elongagao da fita de DNA; alternativamente, na ausencia de um iniciador de 
DNA disponlvel, a extremidade 3’ de uma molecula de RNA pode servir como um iniciador 
para a slntese de DNA (Figura 10.20). 

Se a enzima primase, a qual e responsavel pela instalagao de curtos inciadores de RNA, deposita 
um iniciador com alguma distancia da extremidade 3’ de uma fita molde na qual a “slntese da fita 


Figura 10.19 Multiplas proteinas telomero- 
especifioas ligam-se ao DNA telomerico 
Potl (Figura 10.18) e somente uma de um 
grande arranjo de proteinas de ligagao 
telomero-especificas que foram 
descobertas. Suas contribuigoes precisas a 
estabilizagao do telomero ainda precisam 
ser elucidadas. No minimo dois complexos 
distintos de proteinas foram encontrados, 
ambos os quais se ligam a porgao dupla- 
fita do DNA telomerico. Provocativamente, 
os complexos contendo TRF2 apresentam 
varias proteinas que participam do reparo 
de dano genomico, algumas das quais 
estao descritas no Capitulo 12. Potl 
tambem pode se ligar ao lago da fita 
simples rica em G que e deslocado pela 
formagao da alga T {abaixo, no centra). (De 
T. de Lange, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 5: 323- 
329, 2004.) 


controle do tamanho 

protegao 

do telomero 

do telomero 

complexo TRF1 

complexo TRF2 


tanquirase 1/2 



TIN2 Potl 


WRN 


Mrell 

RadSO 

Nbsl 


hRapI 


TRF2 

ERCC1/XPF 


algal 



complexo complexo 
TRF2 TRF1 

























Os tel6meros sAo estruturas moleculares complexas / 375 


sintese da 



principal” esta ocorrendo (veja a Figura 10.20), uma DNA polimerase iniciara a sintese de uma 
nova fita de DNA que nao possui um niimero substancial das bases complementares as varias 
extremidades 3’ dessa fita molde. (Mesmo se a primase “se acoplar” e construir um iniciador de 
RNA nas varias extremidades da fita molde, as seqiiendas correspondentes aos aproximados 10 
nucleotideos do iniciador de RNA nao estarao presentes na nova fita fiUia sintetizada, ja que o 
iniciador de RNA sera degradado apos ter servido ao seu proposito de iniciar a elonga 9 ao da fita de 
DNA.) 

Esse problema de replicagdo de extremidade fornece uma explica^ao molecular para o encurta- 
mento do DNA telomerico observado a cada vez que uma celula Humana normal passa por 
um ciclo celular. Em adi 9 ao a sub-replica^ao de extremidades de DNA telomerico, parecem 
existir exonucleases dentro das celulas que mastigam vagarosamente as extremidades de DNA 
telomerico e podem finalmente contribuir para a erosao do telomero. Seja qual for a razao, 
em muitos tipos de celulas humanas normals, os telomeros perdem 50 a 100 pares de bases 
de DNA durante cada gera^ao celular (veja a Figura 10.13). Esse desgaste progressivo de 
DNA telomerico representa um dispositivo molecular simples que limita quantas gera^oes de 
progenie descendente uma celula pode gerar. 

Podemos imaginar, por exemplo, que em celulas embrionarias humanas, o DNA telomerico 
inicia mais longo, talvez 8 a 10 kb em tamanho. Como diversas linhagens de celulas descenden- 
tes por todo o corpo desenvolvido prosseguem atraves de seus repetidos ciclos de crescimento e 
divisao, os telomeros nessas celulas crescem progressivamente mais curtos. Finalmente, em algu- 
mas celulas, o DNA telomerico desgasta a um tamanho que e tao curto que nao pode realizar por 
muito tempo sua fun^ao de proteger as extremidades do DNA cromossomal, tendo como resul- 
tado os ciclos de quehra-flisao-ponte e transloca^oes cromossomais que sao ilustradas na Figura 
10.14. Realmente, e plausivel que o envelhecimento de certos tecidos derive da perda de 
potencial replicativo por celulas individuals, e que essa perda pode ser atribufda, por sua vez, 
ao desgaste do telomero. Entretanto, ainda nao descobrimos como usar o tamanho do telo¬ 
mero para predizer o inicio de ciclos BFB e de crise (Barra lateral 10.3). 


Figura 10.20 Iniciadores e a iniciagao da 
sintese de DNA Durante a replicagao do 
DNA, o DNA parental de dupla helice 
[esquerda] e aberto por uma enzima 
helicase, permitindo que o processo de 
replicagao, como um todo, progrida em 
diregao a esquerda. A sintese da nova "fita 
atrasada" (acima) e possivelmente 
realizada por meio da presenga de curtos 
segmentos iniciadores de RNA {retangulos 
verdes) que sao colocados em intervalos 
de diversas centenas de nucleotideos pela 
enzima primase. As extremidades 3’ hidroxil 
dessas moleculas de RNA servem como 
sitios de iniciagao de novas fitas filhas 
(azul-claro). Em virtude dessa sintese 
(como todas as sinteses de DNA) ocorrer 
da diregao 5’ para 3’, esses segmentos de 
fita atrasados crescem em uma diregao 
oposta a diregao do avango da forquilha de 
replicagao. A copia da outra fita parental 
(abaixo), a qual tambem e iniciada por um 
RNA iniciador {verde), pode ser realizada 
continuamente, sendo que essa fita 
principal pode crescer ate a extremidade 3', 
ja que o DNA parental esta aberto. 
Entretanto, o RNA iniciador que e 
responsavel pela iniciagao da sintese da 
"fita lider” pode estar em um local a muitos 
nucleotideos (para a esquerda) da 
extremidade 3’ da fita parental azul; em 
adigao, o proprio RNA iniciador sera 
perdido quando ele for subsequentemente 
degradado durante a maturagao do DNA 
recentemente sintetizado. Por essas razbes, 
A sintese da fita lider levara a sub- 
replicagao de uma das fitas parentais {azuf) 
de DNA {abaixo, a direita). 


Enquanto as evidencias ainda sao indiretas, e altamente provavel que o encurtamento do telome¬ 
ro, por meio da limitagao do potencial replicativo de linhagens celulares, crie um obstaculo para o 
acumulo de grandes populagoes de celulas cancerosas. Assim, como discutido anteriormente, caso 
um clone de celulas adquira mutagoes oncogenicas (envolvendo a ativagao de oncogene e inativa- 
gao de gene supressor de tumor), a capacidade desse clone em expandir para um tamanho clinica- 
mente detectavel e provavelmente reprimida por seus telomeros desgastados. 


Barra lateral 10.3 Medidas de tamanho do DNA telomerico nao for- 
necem uma predigao exata do potencial replicativo fiituro Mesmo se a 
media de tamanho do DNA telomerico em uma celula e conhecida, o 
numero de geragoes replicativas que seus descendentes podem passar 
antes do comego da crise nao pode ser predito com qualquer exatidao. 
Como indicado anteriormente, alguns telomeros dentro de uma celula 
encurtam mais rapidamente do que outros. Consequentemente, o ta¬ 
manho dos telomeros mais curtos de uma celula pode determinar o 


potencial replicativo de sua progenie, ja que esses telomeros deter- 
minarao o momento dos primeiros ciclos de quebra-fusao-ponte e, 
assim, o im'cio da crise. Alem disso, nao sabemos realmente o quao 
curto um DNA telomerico deve se tornar para que ele comece a 
perder suas fungoes protetoras. Em alguns casos, e como se o DNA 
telomerico que ainda possui diversos kb em tamanho ja tivesse perdido 
sua capacidade de prevenir as fusoes extremidade com extremidade de 
DNA cromossomal. 
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10.6 Celulas cancerosas incipientes podem escapar da crise por 
meio da expressao de telomerase 

O comportamento detalhado de clones de celulas pre-neoplasicas in vivo e diflcil de estudar, 
e, assim, somos forgados a extrapolar a partir de observagoes de cultura de celulas, como 
fibroblastos humanos. Como mencionado anteriormente, se e permitido que essas celulas 
evitem a senescencia por meio da expressao da oncoprotei'na “large T” de SV40, elas conti- 
nuarao a replicar outras 10 a 20 geragoes celulares e, entao, entrarao em crise. Em uma 
ocasiao rara, um pequeno grupo de celulas emergira espontaneamente da vasta aglomeragao 
de celulas no meio da crise. Esses clones celulares diferentes - talvez originados de uma unica 
celula dentre 10 milhoes de celulas em crise - prosseguirao com a proliferagao e continuarao 
a faze-la de maneira indefmida (p. ex., veja a Figura 10.13A). Eles se tornaram imortalizados, 
aparentemente como conseqiiencia de algum evento aleatorio. 

Essa transigao, observada com celulas cultivadas in vitro, parece recapitular o comportamen¬ 
to de populagoes celulares pre-malignas in vivo. Assim, ambas as populagoes celulares entram 
em crise mais cedo ou mais tarde, tendo passado por um grande numero de geragoes replica- 
tivas e sofrido extenso desgaste de sens telomeros, sendo que ambas sao capazes de gerar raros 
variantes imortais que tern aparentemente resolvido o problema de colapso do telomero. 

Como essas populagoes celulares em crise podem tratar e resolver o problema de colapso do 
telomero? A primeira vista, a crise e o colapso do telomero pareciam ser processos irreversi- 
veis dos quais as celulas nao poderiam escapar. A medida que vai se revelando, a rota para a 
imortalidade e simples e, em retrospecto, obvia: as celulas podem emergir da crise por meio 
da regeneragao de seus telomeros, apagando, desse modo, a anotagao molecular (seus telome¬ 
ros encurtados) que previamente bloqueou sua proliferagao e as direcionou para a crise. 

A regeneragao do telomero pode ser acompanhada por meio das agoes da enzima telomerase, 
a qual atua especialmente para alongar o DNA telomerico. Uma extraordinaria descoberta e 
que a atividade da telomerase e claramente detectavel em 85 a 90% das amostras de celulas 
humanas tumorais, enquanto e encontrada em m'veis muito baixos nos lisados da maioria 
dos tipos de celulas humanas normals, como quantificado por meio do ensaio TRAP (Figura 
10.21). Esses baixos nlveis de atividade de telomerase, enquanto podem possibilitar algum 
tipo de manutengao minima das extremidades de DNA telomerico (veja a Barra lateral 10.4), 
sao claramente incapazes de prevenir o desgaste progressive do telomero que acompanha a 
passagem de celulas humanas normals atraves de cada ciclo celular. 

Em humanos adultos, existem, na verdade, diversas excegoes conhecidas para os baixos 
niveis de atividade de telomerase geralmente observados em celulas normals. Por exemplo, 
uma atividade enzimatica substancial esta presente nas celulas germinativas dos testicu- 
los, e linfocitos expressam uma explosao de atividade de telomerase quando se tornam 
funcionalmente ativados. 

A evidencia disponivel indica que uma forte expressao da enzima telomerase esta presente no 
inicio da embriogenese e e grandemente perdida durante a diferenciagao celular que produz 
a grande maioria dos tecidos do corpo. Assim, durante o curso do inicio da embriogenese de 
camundongos e vacas, a telomerase e muito expressa em celulas embrionarias no periodo 
entre os estagios de blastocisto e morula e parece desaparecer depois disso; e provavel que 
um controle similar da expressao da telomerase opere durante o desenvolvimento em- 
brionario humano. Conseqiientemente, a grande maioria das celulas somaticas humanas 
normals, enquanto carregam o complemento completo de genes que especificam a enzi¬ 
ma telomerase, estao isentas dos servigos dessa enzima, pois elas nao expressam esse(s) 
gene(s) em niveis significativos. 

Dentre as grandes populagoes de celulas cultivadas em crise, entretanto, variantes raras en- 
contram uma maneira para desreprimir o gene, ou genes, que codifica a telomerase e, dessa 
forma, adquirem altos niveis de enzima constitutivamente expressa. Isso possibilita que elas 
estendam seu DNA telomerico a um tamanho que permita proliferagao adicional. Certa- 
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mente, tanto quanto seus descendentes que continuam a expressar a telomerase, tais celulas 
continuarao a proliferar e, assim, serao consideradas imortais. Presume-se que uma sequencia 
similar de eventos ocorra in vivo quando populagoes de celulas pre-neoplasicas entram em 
crise e, em rara ocasiao, geram variantes imortais que se tornam os progenitores de grandes 
populagoes de celulas neoplasicas. 

A enzima telomerase foi inicialmente caracterizada em fermento de padeiro utilizando-se 
analises geneticas e em ciliados por meio de purificagao bioqui'mica. Ela e uma enzima com- 
plexa composta de varias subunidades diferentes, nem todas as quais foram caracterizadas. 
No micleo da holoenzima telomerase mami'fera, estao duas subunidades. Uma subunidade e 
uma DNA polimerase, mais especificamente uma transcriptase reversa, que funciona, como 
as enzimas produzidas por retrovirus (Segao 3.7) e uma variedade de outros virus e elementos 
de transposigao, para sintetizar DNA a partir de um RNA molde (Figura 10.22). Entretanto, 
ao contrario dessas outras transcriptases reversas, a holoenzima telomerase claramente empa- 


Figura 10.21 0 ensaio TRAP (A) 0 ensaio 
do protocoio de amplificagao repetida do 
teldmero (TRAP) permite a detecgao de 
pequenos niveis de atividade de teiomerase 
em lisados celuiares por meio da reagao 
em cadeia da poiimerase (PCR) para 
amplificar os produtos da enzima 
telomerase. Um iniciador consistindo em 
seqiiencias nao-telomericas (rasa) e 
seqiiencias telomericas de 
hexanucleotideos (da fita rica em G; verde- 
claro) e adicionado a um lisado celular na 
presenga de deoxirribonucleotideos 
trifosfatos. Esse iniciador e estendido 
(laranja-claro) por qualquer teiomerase que 
possa estar presente em um lisado celular. 
A enzima termoestavel Taq polimerase e, 
entao, adicionada com um iniciador da fita 
rica em C {verde-escuro), e a segunda fita e 
alongada (azul-claro). Essas duas fitas de 
DNA sao entao desnaturadas e copiadas 
repetidamente por PCR na presenga de 
iniciadores apropriados. (B) Os produtos da 
reagao TRAP sao analisados por meio de 
eletroforese em gel para resolver as 
moleculas de DNA que diferem em 
tamanho pelos hexanucleotideos 
adicionados. Como um controle negative, 
um breve aquecimento de uma porgao do 
lisado e utilizado no inicio da reagao para 
desnaturar e inativar qualquer telomerase 
que possa estar presente (primeira 
canaleta): isso e realizado para determinar 
se qualquer DNA polimerase resistente ao 
calor esta presente no lisado em adigao a 
propria telomerase. Neste experimento, 
celulas em pre-crise foram infectadas com 
um vetor de expressao que especifica 
hTERT a subunidade catalitica da 
holoenzima telomerase, induzindo, desse 
mode, altos niveis de atividade de 
telomerase que sao prontamente 
detectados quando altos {segunda 
canaleta) e baixos {terceira canaleta) niveis 
de extrato celular sao testados. (De M. 
Meyerson, C. M. Counter, E. N. Eaton et al., 
Cell 90: 785-795, 1997.) 


Barra lateral 10.4 A telomerase e, na verdade, expressa em celulas huma- 
nas normals, embora em baixos niveis Pensava-se que a grande maioria 
das cdulas cancerosas humanas expressasse altos niveis da enzima telomera¬ 
se, enquanto celulas normals nao expressavam nada (veja a Figura 10.21B). 
De fato, o uso de anticorpo monoclonal para imunoprecipitar a enzima 
telomerase antes da analise de TRAP revelou que em celulas humanas nor¬ 
mals, uma pequena quantidade de atividade enzimatica e detectada transi- 
toriamente quando as cdulas entram na fase S e desaparece quando as celu¬ 


las avangam para a fase Gj de seus ciclos celuiares. Essa pequena quantida¬ 
de de atividade enzimatica pode ser suficiente para reparar ou regenerar as 
algas T nas extremidades dos telomeros (Figura 10.17), porem claramente 
e pouca para manter ou estender o tamanho do DNA telomerico, o qual e 
grandemente determinado por sua regiao dupla-fita. Uma questao ainda 
nao respondida por esses experimentos e se as celulas-tronco de determina- 
dos tecidos normals expressam niveis significativos de atividade de telome¬ 
rase enquanto sua progenie mais diferenciada nao. 
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Figure 10.22 A subunidade catalitica da 
telomerase (A) A determinagao da 
sequencia de aminoacldos da subunidade 
catalitica da holoenzima telomerase de E. 
aediculatus permitiu a clonagem do gene 
codificante, chamado iniciaimente de pi 23. 
Esse gene e homdiogo a subunidade 
catalitica da holoenzima telomerase de 
Saccharomyces cerevisiae (levedura), 
chamada Est2 (do ingles, ever-shorter 
telomeres). A analise detalhada da 
sequencia revelou uma extensa relagao de 
sequencia dessas duas subunidades 
cataliticas as fendas cataliticas de 
transcriptases reverses (TRs) especificadas 
por uma variedade tanto de 
retrotransposons como de virus, incluindo 
retrovirus, como o virus da 
imunodeficiencia humana. (B) As regioes 
de homologia sao mapeadas na estrutura 
tridimensional da transcriptase reverse do 
virus da imunodeficiencia humana (FIIV-1 
TR). (De T. M. Nakamura, G. B. Morin, K. 
B. Chapman et al.. Science 277: 955-959, 
1997.) 
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cota seu proprio RNA molde — a segunda subunidade essencial. Um curto segmento dessa 
molecula de RNA de 451 nucleoti'deos em tamanho serve como o molde que instrui a ativi- 
dade de transcriptase reversa da holoenzima. 

O isolamento de quantidades substanciais da protema telomerase a partir do ciliado Euplotes 
aediculatus permitiu a determinagao da sequencia de aminoacidos de sua subunidade catalitica e, 
entao, a clonagem do gene que codifica a enzima de ciliado tanto quanto o gene humano homo¬ 
logo. Em celulas humanas, essa subunidade catalitica, chamada hTERT (do ingl& human tebme- 
rase reverse transcriptase), sintetiza uma mol&ula de DNA que e complementar aos seis nucleotl- 
deos presentes na molecula de RNA associada a telomerase (hTR; seu gene codificante e algumas 
vezes chamado TERQ, ligando esses nucleoti'deos a extremidade sobressalente 3’ rica em G do 
DNA telomerico preexistente (Figura 10.23). A fita complementar do DNA telomerico e, entao, 
presumivelmente sintetirada por DNA polimerases convencionais. 

Como seria predito a partir do cenario descrito anteriormente, antes de entrarem em crise, as 
celulas humanas sao essencialmente telomerase-negativas e nao expressam nlveis apreciaveis 
do mRNA de hTERT. Entretanto, se uma variante rara imortalizada surge a partir de uma 
populagao de celulas em crise, seus descendentes geralmente expressam nlveis significativos 
de mRNA de hTERT e exibem nlveis substanciais de atividade da enzima telomerase (Figura 
10.24). Essa observagao demonstra diretamente que a desrepressao da expressao do gene 
hTERT acompanha o escape dessas celulas da crise. 



A siibita aquisigao de atividade de telomerase pode ser somente uma combinagdo do escape da 
crise, em vez de uma causa. Essa ambigiiidade pode ser resolvida por meio de um simples experi- 
mento: uma versao de cDNA do gene hTERT pode ser introduzida em celulas antes de estas 
serem destinadas a crise. O cDNA de /iTE/i’T’introduzido confere atividade de telomerase nessas 
celulas, causando o alongamento de seus telomeros bastante encurtados, prevenindo a entrada em 
crise e possibUitando que tais celulas cresgam indefinidamente (Figura 10.25). 


O resultado desse experimento e outros semelhantes provam, na verdade, tres pontos relacio- 
nados. Primeiro, enquanto a holoenzima telomerase pode ser composta de multiplas subuni¬ 
dades distintas, a linica subunidade ausente em celulas humanas normals em pre-crise e a 
subunidade catalitica codificada pelo gene hTERT, as demais subunidades da holoenzima 
telomerase, incluindo a molecula de RNA hTR associada a telomerase, parecem estar presen¬ 
tes em quantidades adequadas em celulas em pre-crise. Segundo, em virtude da expressao de 
telomerase (em vez de outra enzima) permitir que as cdulas evitem a crise, e que a telomerase 
atue especificamente em DNA telomerico, essas observagoes demonstram que uma causa de 
crise, sem duvida, devem ser os telomeros bastante encurtados. Terceiro, esse experimento 
mostra que a aquisigao da atividade de telomerase, a qual pode ser alcangada espontanea- 
mente por variantes celulares raras entre uma populagao de celulas em crise, e suficiente para 
capacitar essas celulas a escaparem da crise e gerarem descendentes que podem crescer de 
uma maneira imortalizada. 
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Figura 10.23 Estrutura da holoenzima telomerase humana (A) A 
holoenzima telomerase humana e composta de no minimo duas 
subunidades essenciais, a subunidade catalitica hTERT (marrom-daro) e a 
subunidade de RNA hTR associada {azul). (No minimo outras oito 
subunidades podem existir na holoenzima, porem essas nao tern side 
caracterizadas.) A holoenzima se liga a extremidade 3’ da fita rica em G 
sobressalente (rosa), fazendo isso, em parte, por meio de ponte de 
hidrogenio entre hTR e os ultimos cinco nucleotideos da fita rica em G. 
Subsequentemente, por meio da transcrigao reversa de sequencias 
presentes na subunidade hTR, hTERT e capaz de estender a fita rica em G 


em seis nucleotideos (preto). Repetindo esse processo, a enzima pode 
estender a fita rica em G por centenas, mesmo milhares de nucleotideos. 
As pontas de flecha indicam a orientagao 5’ a 3’ dos acidos nucleicos. (B) 
A molecula hTR e formada de somente 451 nucleotideos. No centre, esta 
urn “pseudo-no", uma estrutura topologicamente complexa {letras azuis) 
que possui, dentre outros aspectos, uma helice de tres fitas. Condigoes 
humanas patoldgicas surgem de mutagoes (rosa) na sequencia, 
envolvendo tanto substituigoes quanto delegoes (A) de bases, todas as 
quais comprometem a fungao de telomerase. (B, de C. A. Theimer, C. A. 
Blois, e J. Feigon, Mol. Ce//17: 671-682, 2005.) 


Alem disso, podemos concluir que a telomerase e eficiente deixando que as cdulas enganem 
a crise, pois ela subverte as operagoes do relogio de geragoes. Quando a telomerase e expressa 
em mVeis significativos, os telomeros sao mantidos em tamanhos que sao compati'veis com a 
replicagao ilimitada adiante. Em consequencia, o relogio de geragoes que depende do encur- 
tamento progressivo dos telomeros e feito inoperante. As estrategias moleculares utilizadas 
por celulas cancerosas para desreprimir a expressao de hTERT e, desse modo, adquirir altos 
m'veis de atividade de telomerase, sao pouco esclarecidas (Barra lateral 10.5). 

Com essas ideias em mente, os papeis biologicos normals de telomerase agora se tornam mais 
claros. Em especies eucarioticas unicelulares, como ciliados e leveduras, o crescimento expo- 
nencial de celulas requer a presenga contmua de altos m'veis de atividade de telomerase para 
assegurar que os telomeros sejam mantidos indefmidamente em um tamanho que e compa- 
ti'vel com a estabilidade cromossomal. Por meio da elongagao do DNA telomerico, a telome- 
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Figura 10.24 Ativagao da atividade de telomerase apos o escape da crise 
Linfocitos B individuals escapam com pouca frequencia de uma populagao 
celular em crise, comegam a crescer robustamente e sao imortalizadas (veja a 
Figura 10.13A). Como visto aqui [no topo), as celulas “mortais" em pre-crise 
nao apresentam atividade de telomerase, como medido pelo ensaio TRAP 
(Figura 10.21), enquanto as celulas espontaneamente imortalizadas ("imortais”) 
apresentam uma atividade abundante. 0 mRNA de hTERT, o qual codifica a 
subunidade catalitica da holoenzima telomerase, esta essencialmente ausente 
nas celulas em pre-crise, porem claramente presente nas celulas imortalizadas 
{no centro). Entretanto, niveis do RNA hTR, o qual funciona como um molde 
para hTERT durante o alongamento do DNA telomerico (Figura 10.23B), estao 
muito sutilmente aumentados (aba/xo), sugerindo que os niveis da expressao 
de hTERT determinam os niveis da atividade enzimatica na celula. (De M. 
Meyerson, C. M. Counter, E. N. Eaton et al.. Cell 90: 785-795, 1997.) 
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Figura 10.25 Prevengao de crise por meio 
da expressao de telomerase (A) Este 
Southern blot analisa os tamanhos de DNA 
telomerico que foram gerados pela 
clivagem do DNA genomico com uma 
enzima de restrigao que nao diva dentro da 
sequencia repetida de hexanucleotideos 
dos telomeros (veja a Figura 10.13A). Esses 
DMAs sao entao marcados com uma sonda 
de DNA que reconhece essa sequencia de 
hexanucleotideos. Como visto, celulas de 
rim embrionario humano (FIEK) telomerase- 
negativas infectadas com urn vetor 
retroviral controle que nao especifica 
nenhuma proteina carregam telomeros que 
diminuem em tamanho entre 4 e 20 
duplicagoes de populagao (PDs; duas 
canaletas da esquerda). Entretanto, a 
infecgao de tais celulas com urn vetor 
retroviral especificando hTERT causa o 
aumento substanclal do tamanho dos 
telomeros, mantendo seus tamanhos por 
26 duplicagoes de populagao {canaletas a 
direlta). (Em virtude desses telomeros 
serem muito maiores, eles geram urn forte 
sinal no Southern blotting.) Os marcadores 
de tamanho sao apresentados em 
quilobases. (B) Esta populagao de celulas 
de rim embrionario humano foi destinada a 
entrar em crise por 40 dias, o que equivale 
a cerca de 20 duplicagoes de populagao 
(PDs; linha vermelha). Entretanto, quando 
hTERT foi ectopicamente expresso nessas 
celulas {linha azul), elas adquiriram a 
capacidade de proliferar indefinidamente. 
(Cortesia de C. M. Counter e R. L. 
Beijersbergen.) 
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rase, nessas celulas de protozoarios, e capaz de compensar a erosao continuada de DNA 
telomerico devido a sub-replicagao de DNA terminal pela importante maquinaria de replica- 
gao de DNA. Sendo unicelular, esses eucariotos nao precisam temer o cancer. 

A expressao da atividade de telomerase e programada de forma diferente em metazoarios 
complexos, notavelmente humanos. Em virtude da expressao de telomerase ser bastante re- 
primida em linhagens celulares pos-embrionarias, concede-se a essas somente um potencial 
replicativo pos-embrionario limitado antes de entrarem em crise. Essa limitagao parece repre- 
sentar um componente-chave das defesas anticancer do corpo humano. 


Esse modelo mecanicista tambem fornece explicagoes convincentes de como as celulas hu- 
manas podem escapar da crise e se tornar imortalizadas. Ele falha, entretanto, para explicar 
um outro enigma bastante antigo: como a expressao de telomerase capacita determinados 
tipos de celulas cultivadas a evitarem a senescencia (Barra lateral 10.6)? 


Barra lateral 10.5 Oncoprotemas e protei- 
nas supressoras de tumor exercem papeis im- 
portantes na coordenagao da expressao de 
hTERT Os mecanismos que levam a desre- 
pressao da transcrigao de hTERT durante a 
progressao de tumor em humanos sao com¬ 
plexos e ainda totalmente obscuros. Miiltiplos 
fatores de transcrigao parecem colaborar para 
a ativagao do promotor de hTERT. Uma vez 
expressos, os transcritos de hTERT permitem 
a si'ntese de quantidades substanciais de pro- 
tei'na hTERT; a ultima, complexada com ou- 
tras subunidades da holoenzima telomerase e 
suficiente para gerar altos m'veis de atividade 
de telomerase. A proteina Myc, a qual atua 


como um fator de transcrigao que desregula o 
relogio do ciclo celular (Segao 8.9), tambem 
contribui para a transcrigao de hTERT. Existem 
no minimo duas seqiiencias de reconhecimento 
para os fatores de transcrigao bHLH semelhan- 
tes a Myc nos promotores dos genes TERT de 
camundongo e humano. 

Alem disso, a conexao entre a expressao de 
Myc e hTERT pode ser mostrada por experi- 
mentos biologicos. Por exemplo, uma linhagem 
celular de melanoma humano que expressa al¬ 
tos niveis de Myc e e tumorogenica tern sido 
isolada. Tres clones de variantes dessa linhagem 
celular que exibem uma redugao de oito vezes 
na expressao de Myc e que perderam a tumoro- 


genicidade tern sido isolados. Seus crescimen- 
tos tumorogenicos podem ser restaurados se 
forem suplementados com um construto ge- 
netico que expresse hTERT. Alem disso, nes¬ 
sas celulas, a perda de tumorogenicidade apos 
a redugao dos niveis de expressao de Myc pode 
ser grandemente atribuida, se nao exclusiva- 
mente, a uma perda associada da expressao 
do gene hTERT. Em adigao a Myc, Menina — 
o produto do gene supressor de tumor MEN I 
(Tabela 7.1) - se associa ao promotor de 
hTERT, porem reprime a transcrigao de 
hTERT. Um papel repressive semelhante tern 
sido atribuido ao fator de transcrigao Spl, cuja 
expressao e induzida por TGF-P. 









Celulas cancerosas humanas dependem de telomerase / 381 


Barra lateral 10.6 A telomerase tambem afeta a senescencia replicati- 
va Esta razoavelmente claro que (1) o estresse fisiologico cumulativo, 
incluindo o estresse de cultura de tecido, dita o tempo de im'cio de 
senescencia replicativa e (2) essa senescencia ocorre em celulas que ain- 
da possuem telomeros bastante longos. No entanto, os telomeros pare- 
cem exercer um papel-chave na coordena^ao do im'cio da senescencia. 
Isso e indicado pelo fato de que em certos tipos celulares, como fibro- 
blastos humanos cultivados, a senescencia pode ser adiada pela expres- 
sao de hTERT antes do tempo esperado para a entrada em senescencia 
replicativa. 

Esse “quebra-cabe^a” pode ser resolvido por observa^oes que indi¬ 
cam que quando algumas celulas entram em senescencia replicativa, 



p53 pRb 



senescencia 


elas perdem muitas das fitas simples sobressalentes nas extremidades de 
seu DNA telomerico; essa perda ocorre aparentemente em resposta a 
algum tipo de estresse fisiologico celular. As extremidades telomericas 
degradadas resultantes, as quais provavelmente nao apresentam uma 
al^a T, podem causar a libera^ao de um sinal de dano ao DNA, provo- 
cando, desse modo, uma parada na prolifera^ao celular por p53 que e 
manifestada como o estado de crescimento senescente (Figura 10.26). 
Protegendo a fita simples sobressalente dessa degrada^ao, hTERT evita 
o desencadeamento da senescencia. Esse modelo, ainda a ser validado, 
implica que hTERT esta envolvida na manuten^ao dessa fita simples 
de DNA telomerico sobressalente e na manuten^ao da longa regiao de 
dupla-fita do DNA telomerico. 


Figura 10.26 Senescencia replicativa e as agoes de telomerase Este 
diagrama apresenta um modeio mecanistico ainda especulativo de 
como e por que a expressao de telomerase (alcangada por meio da 
expressao ectopica da subunidade catalitica hTERT) pode prevenir 
as celuias humanas da entrada na senescencia replicativa. A alga T 
que normaimente existe na extremidade do DNA telomerico (Figura 
10.17), nao e mostrada aqui. A fita sobressalente rica em G do DNA 
telomerico (rosa, acima) e bastante degradada em celulas que 
entram em senescencia replicativa. Como indicado aqui, essa perda 
pode ser causada por certos estresses fisioibgicos celuiares. 0 DNA 
telomerico abrupto resultante pode entao emitir um sinal de dano ao 
DNA que ativa p53. Junto com a expressao de p16"'^'<''* (Segao 8.4), 
a qual e ativada por estresse fisiologico celuiar, esse pode impor um 
estado de crescimento senescente. Revertendo essa perda da fita 
sobressaiente rica em G, a telomerase e capaz de prevenir que 
certos tipos celulares, como fibroblastos humanos, entrem em 
senescencia. 


10.7 A telomerase exerce um papel-chave na prolifera^ao de 
celulas cancerosas humanas 

Os experimentos descritos anteriormente, utilizando celulas humanas em pre-crise em cultu¬ 
ra, sugerem que a atividade de telomerase detectavel na maioria de celulas cancerosas huma¬ 
nas exerce um papel causal na imortalizagao, e que essa imortalizagao e um componente- 
chave do estado de crescimento neoplasico. Esse modelo mecanicista tern sido testado expe- 
rimentalmente por meio da supressao da atividade de telomerase em celulas cancerosas e 
seguindo suas respostas subseqiientes. A atividade de telomerase pode ser reduzida por meio 
da expressao de RNA anti-senso nas celulas telomerase-positivas. Por exemplo, um RNA que 
e complementar em seqiiencia a subunidade de RNA hTR da holoenzima telomerase (veja a 
Figura 10.23B) pode ser introduzido experimentalmente em celulas cancerosas humanas 
telomerase-positivas. Presume-se que tal molecula anti-senso anele a molecula hTR, forman- 
do uma dupla helice RNA-RNA, bloqueando, desse modo, a capacidade da subunidade hTR 
de participar da slntese de DNA telomerico. E dificil alcangar a total inibigao da fungao de 
hTR utilizando essa estrategia. Apesar disso, um experimento de anti-senso realizado com 
celulas HeLa causou a parada de crescimento destas 23 a 26 dias apos elas serem inicialmente 
expostas ao RNA anti-senso. 

Uma estrategia experimental alternativa, que e mais eficiente, deriva do uso de uma enzima 
hTERT mutante que possui substituigoes de aminoacidos em sua fenda catalitica; tais altera- 
goes resultam em uma enzima cataliticamente inativa. Quando superexpressa em celulas te¬ 
lomerase-positivas, a proteina hTERT mutante pode atuar de uma maneira dominante-ne- 
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gativa (dn; veja a Segao 9.3) para interferir na atividade de telomerase endogena dessas cdu- 
las. A hTERT dn, que pode ser expressa em mVeis muito maiores do que a protei'na hTERT 
endogena, provavelmente se associa a outras subunidades que em geral se unem para formar 
a holoenzima telomerase e, assim, as monopoliza. Evidentemente, quando essas outras mole- 
culas se associam a protema hTERT dn, elas se tornam recrutadas em complexes improduti- 
vos da holoenzima. 

A expressao da subunidade hTERT dn em varias diferentes linhagens celulares tumorais 
humanas telomerase-positivas causa a perda de toda a atividade detectavel de telomerase 
dessas cdulas e, com algum atraso, a entrada em crise. A crise ocorre com um intervalo 
de 5 a 25 dias, dependendo do tamanho do DNA telomerico nessas cdulas quando a 
subunidade hTERT dn foi introduzida. Celulas com telomeros que inicialmente pos- 
sui'am 2 a 3 kb em tamanho entram em crise quase imediatamente, enquanto aquelas 
com telomeros que possufam inicialmente 4 a 5 kb requerem 30 dias de passagens em 
cultura antes de entrar em crise (Figura 10.27). Essas reagoes atrasadas sugerem que, 
apos a expressao de hTERT dn em celulas cancerosas, os telomeros progressivamente 
encurtam, e o processo de crise segue apos o DNA telomerico inicialmente presente 
desgastar-se a um tamanho mmimo. 

De maneira importante, a enzima hTERT dn nao apresentou nenhum efeito no crescimento 
de celulas telomerase-positivas ate o momento em que estas alcangaram a crise. Isso rejeita 
uma explicagao alternativa: que a enzima mutante e intrinsicamente citotoxica e que seus 
efeitos na celula sao atribuldos a alguma toxicidade inespeclfica. Juntos, tais experimentos 
levam a conclusao de que as atividades conti'nuas da enzima telomerase sao tao importantes 


Figura 10.27 Supressao da atividade de 
teiomerase e perda do programa de 
crescimento neopiasico Vetores de 
expressao que especificam uma proteina 
hTERT mutante dominante-negativa (dn) 
{linhas vermelhas), uma enzima do tipo 
seivagem (linhas verdes) ou um vetor 
controle vazio (linhas azuis) apresentam 
efeitos muito diferentes em quatro 
linhagens celulares de cancer humano. Os 
respectivos tamanhos de seus DMAs 
telomericos, como determinado por 
Southern blots TRF (veja a Figura 10.13) no 
inicio do experimento, sao indicados em 
quilobases (kb). 0 vetor controle vazio e o 
vetor que expressa hTERT permitem a 
proliferagao continua dessas celulas, como 
medido em duplicagoes de populagao 
(PD). Entretanto, a introdugao da enzima 
hTERT dn, a qual difere da enzima tipo 
seivagem por uma unica substituigao de 
aminoacido em sua fenda cataittica, causa 
a parada de crescimento nessas celulas, 
fazendo isso com atraso (em dias) apos a 
introdugao do vetor dn. 0 exame 
microscopico revelou que as celulas que 
cessaram a proliferagao entraram em crise 
e mostraram apoptose difundida. Celulas 
da linhagem celular LoVo (acima, a 
esquerda) entraram em crise 
imediatamente apos a expressao da 
enzima hTERT dn, e, desse modo, 
nenhuma celula esteve disponivel para 
contagem. (De W. C. Flahn, S. A. Stewart, 

M. W. Brooks et al., Nat Med. 5: 1164-1170, 
1999.) 
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Barra lateral 10.7 A telomerase abastece o crescimento de alguns tumores pediatricos Neuroblas¬ 
tomas sao tumores de celulas do sistema nervoso periferico (simpatico) e sao geralmente encontra- 
dos em crian^as muito novas. Esses tumores sao altamente variaveis, com alguns sendo reprimidos 
espontaneamente e outros progredindo em tumores metastasicos invasivos que por fim provam ser 
fatais. Como descrito anteriormente (Se^ao 4.5), o gene N-otj/c com freqiiencia sofre amplifica^ao 
nesses tumores, e maiores numeros de copia de ^-myc indicam um mau prognostico para o pacien- 
te. A atividade de telomerase e um indicador de prognostico bastante utilizado para o resultado final 
da doen^a. Como mostrado na Figura 10.28A, crian^as cujos neuroblastomas sao telomerase-nega- 
tivos (como avaliado pelo ensaio TRAP) respondem bem a terapia, enquanto aquelas cujos tumores 
sao telomerase-positivos, nao. A expressao desses dois genes - N-wjc e hTERT— esta provavelmente 
ligada funcionalmente, ja que o primo de N-otj/c, myc, ja e conhecido por ser um forte indutor da 
transcri^ao de hTERT (Barra lateral 10.5). (Dinamicas similares operam em um outro tumor infan- 
til - o sarcoma de Ewing - o qual tambem pode surgir a partir de celulas do sistema nervoso 
periferico; Figura 10.28B.) 

Alguns patologistas argumentam que neuroblastomas sao extremamente comuns em muitas 
crian^as jovens, e quase todos regridem de maneira espontanea e nunca se tornam clinicamente 
aparentes. As causas dessa regressao e a benignidade resultante de muitos neuroblastomas detecta- 
dos clinicamente que respondem bem ao tratamento podem agora ter uma explica 9 ao molecular; 
sem a expressao significativa de hTERT, celulas de neuroblastoma perdem os telomeros e progridem 
para a crise, da qual elas falham em sair. 


(A) 



anos desde o diagnostico 



meses desde o diagnostico 


Figura 10.28 A atividade de telomerase e 
o prognostico de tumores pediatricos 0 
grafico de Kaplan-Meier foi utilizado para 
ilustrar a sobrevivencia livre de eventos 
(ou sobrevivencia livre de progressao) de 
um grupo de pacientes em fungao do 
tempo ap6s o diagnostico ou tratamento. 
(A) Neste caso, pacientes com 
neuroblastoma pediatrico que nao 
receberam nenhum tratamento 
quimioterapico citotoxico foram 
acompanhados por muitos meses 
{abcissa) apos a apresentagao clinica 
inicial. Esses pacientes foram divididos 
em dois grupos - aqueles cujos tumores 
apresentaram atividade de telomerase 
(TA) positive {vermelho) e aqueles cujos 
tumores pareceram nao apresentar essa 
atividade {azul)\ outro criterio de estaglo 
de tumor nao fol Incluido no 
estabelecimento desses grupos. A 
ordenada indica a sobrevivencia geral, 
ou seja, a proporgao de pacientes que 
permaneceram vivos por muito tempo 
apos 0 tratamento Iniclal. (B) Um estudo 
similar de criangas com sarcoma de 
Ewing fol realizado, no qual pacientes 
foram divididos em dois grupos, 
dependendo se seus tumores 
apresentam alta {vermelho) ou baixa 
{azul) atividade de telomerase. Neste 
caso, a ordenada indica a proporgao de 
criangas que passaram por sobrevivencia 
livre de progressao, ou seja, aquelas 
cujos tumores nao avangaram alem do 
estagio inicialmente encontrado na 
clinica. (A, de C. Poremba, C. Scheel, B. 
Hero et al., J. Clin. Oncol. 18: 2582-2592, 
2000; B, de A. Ohali, S. Avigad, I. J. 
Cohen et al., J. Clin. Oncol. 21: 3836- 
3843, 2003.) 


para a proliferagao dessas celulas cancerosas quanto para as agoes de oncogenes e para a inercia de 
genes supressores de tumor. Esta conclusao e estendida e fortalecida pelos surpreendentes resulta- 
dos de estudos de determinados tumores pediatricos humanos (Barra lateral 10.7). 


Respondendo a essas diversas descobertas, alguns pesquisadores tern utilizado uma analogia 
automotiva para ilustrar o crescimento de celulas cancerosas humanas; oncogenes ativados 
sao ditos serem parecidos aos pedals de aceleradores que sao presos ao chao do carro; genes 
supressores de tumor sao comparados a sistemas de freios defeituosos; e a telomerase e colo- 
cada como um agente que assegura que o carro em fuga possua um suprimento proprio e 
infmito de gasolina em seu tanque. 


10.8 Algumas cdulas imortalizadas podem manter telomeros 
sem a telomerase 

Como observado anteriormente, 85 a 90% de tumores humanos tern sido encontrados como 
telomerase-positivos. Os restantes 10 a 15% nao apresentam uma atividade detectavel de 
enzima, e, ainda, as celulas dentro desse segundo grupo de tumores sao presumivelmente 
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cobertas com a necessidade de manter seus telomeros acima de um tamanho mmimo a fim de 
proliferar indefmidamente. Na realidade, essas celulas tern aprendido a manter seus DNAs 
telomericos por meio de um mecanismo que nao depende das agoes de telomerase. 

Esse mecanismo nao baseado em telomerase foi primeiramente descoberto na levedura Saccharo- 
myces cerevisiae seguindo a inativagao de um dos diversos genes de levedura que codificam subuni- 
dades da holoenzima telomerase. Cdulas mutantes de levedura logo entram em um estado que e 
analogo a crise em celulas de mami'feros. A grande maioria das celulas morre, porem variantes 
raras surgem dessas populagoes de cdulas em processo de morte que utilizam o mecanismo ALT 
(alongamento alternativo dos telomeros), o qual e independente de telomerase, para construir e 
manter seus telomeros. O mecanismo ALT tambem e utilizado pela minoria das celulas tumorais 
humanas que nao apresentam atividade significativa de telomerase. 

Detalhes dos mecanismos moleculares utilizados por celulas humanas ALT-positivas para 
manter seus telomeros sao pouco entendidos. Uma pista importante, entretanto, vem de um 
experimento no qual um marcador molecular rastreavel - um gene de resistencia a neomicina 
- foi introduzido no centre da seqiiencia repetida do telomero de um cromossomo carregado 
por uma celula mami'fera no estado ALT. Quando os DNAs telomericos foram examinados 
nos descendentes dessa celula, copias desse marcador molecular foram encontradas em varies 
outros telomeros tambem (Figura 10.29). Portanto, a informagao da seqiiencia parece ser 
trocada entre os telomeros de celulas no estado ALT. 

Essa troca de informagao de seqiiencia parece depender de um tipo de mecanismo intercromosso- 
mal de copia-escolha (Figura 10.30). Assim, a polimerase responsavel pela replicagao do DNA no 
cromossomo pode, por um curto pen'odo, utilizar seqiiencias de um segundo cromossomo como 
um molde para o alongamento de uma fita nascente de DNA antes de retornar ao cromossomo 
original para continuar a replicagao do DNA deste cromossomo. Em conseqiiencia, as DNAs 
polimerases “copiam” a informagao da seqiiencia do segundo cromossomo a fim de incorpora-la 
a nova copia sintetizada do primeiro cromossomo. 


Figura 10.29 O mecanismo ALT 0 
mecanismo de alongamento alternativo de 
telomero (ALT) pode depender, ao menos 
em determlnadas celulas, da troca de 
Informagao de seqiiencia entre os 
telomeros de diferentes cromossomos. 
Como visto aqui, dols dos telomeros de 
celulas humanas GM847 foram marcados 
por meio da insergao direcionada 
(utilizando recombinagao homologa) de um 
marcador genetico em um de seus 
telomeros. No momenta da analise, o 
marcador ja estava presente nos dois 
telomeros (setas, quadro da esquerda). 
Apos quarenta duplicagoes de populagao, 
essa seqiiencia poderia estar associada a 
cinco cromossomos distintos {setas, 
quadro da direita). Em ambos os casos, a 
tecnica de hibridizagao in situ por 
fluorescencia (FISFI) foi utilizada para 
detectar essas sequencias marcadoras em 
preparagoes cromossomais de metafase. 
(De M. A. Dunham, A. A. Neumann, C. L. 
Fasching, R. R. Reddei, Nat. Genet. 26: 
447-450, 2000.) 


As identidades das enzimas que sao utilizadas por celulas cancerosas humanas ALT-positivas 
para manter seus telomeros permanecem evasivas. Se pudermos extrapolar do comportamen- 
to de celulas de leveduras, algumas das enzimas envolvidas no reparo de DNA podem contri- 
buir para a manutengao telomerica em celulas humanas ALT. Por exemplo, em celulas de 
leveduras que tern sido privadas de um dos genes envolvidos em reparo de pareamento incor- 
reto de DNA (a ser descrito na Segao 12.4), o estado ALT e prontamente ativado. Ja que uma 
das fungoes do reparo de pareamento incorreto e suprimir a recombinagao imperfeita entre 
seqiiencias de DNA homologas, essa descoberta embasa a ideia de que a recombinagao inter- 
cromossomal e um importante componente mecam'stico do estado ALT. 



celulas de primeira passagem apos 40 duplicagoes de populagao 
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DNA telomerico do 
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ligagao e extensao 
da outra fita 


A existencia de um mecanismo ALT enfatiza o fato de que todos os tipos de celulas cancero- 
sas humanas devem desenvolver maneiras para manter seus telomeros acima de um certo 
tamanho mmimo a fim de proliferar de uma maneira imortalizada. A maioria das celulas 
cancerosas humanas desreprimem a expressao do gene hTERT, e uma pequena minoria de 
celulas cancerosas incipientes encontra uma forma de ativar o mecanismo ALT. 

O estado ALT esta associado preferencialmente a um subconjunto espedfico dos tumores encon- 
trados em cllnica oncologica. Esses incluem talvez metade de osteossarcomas e sarcomas de tecido 
mole, assim como glioblastomas. Talvez um dia essas associagoes possam ser explicadas pelo fato 
de que o espectro de protelnas — aparentemente protemas de reparo de DNA - que sao expressas 
nesses tipos particulates de tipos celulares de cancer permite ao estado ALT ser ativado mais 
rapidamente do que na maioria dos outros tipos de celulas cancerosas. 


Figura 10.30 Esoolha da copia A troca de 
informagao de sequencia entre telomeros 
que ocorre em ALT (Figura 10.29) pode ter 
sua base em DMAs polimerases que 
utilizam mais de um cromossomo como 
molde durante a replicagao cromossomal. 
Conforme um mecanismo plausivel, um 
telomero (marrom e verde, abaixo, a 
esquerda) estende sua extremidade 3' 
sobressalente (verde), a qual desloca uma 
fita da mesma polaridade (rosa) no 
telomero de um outro cromossomo, 
permitindo que esta extremidade 3’ se 
anele a fita complementar (azul) desse 
outro telomero. Uma vez estando 
associada a outro telomero, DMAs 
polimerases convencionais podem 
estender essa fita (linha verde tracejada), 
utilizando a fita complementar (azuf) como 
molde (acima). Subsequentemente, a fita 
rica em G alongada pode se desligar da fita 
complementar (azul) (a direita). Essa fita 
rica em G recentemente alongada pode ser 
convertida na forma dupla-fita por outras 
DMAs polimerases (linha marrom tracejada, 
abaixo a direita). Isso pode se repetir por 
dezenas de vezes, resultando na 
transferencia de informagao de sequencia 
de um telomero a outro e no alongamento 
de telomeros por muitas quilobases sem o 
envolvimento da enzima telomerase. (Note 
que os telomeros com extremidades 3’ 
sobressalentes podem ser criados na 
ausencia de telomerase por meio das 
agoes de exonucleases na fita rica em C.) 
As pontas de flechas indicam a orientagao 
5’-3’ das fitas de DNA. 


Entretanto, no momento, as razoes precisas pelas quais um mecanismo (envolvendo hTERT) e 
geralmente favorecido em relagao ao outro (ALT) permanecem obscuras. Igualmente obscuros 
sao os mecanismos que causam o crescimento de DNA telomerico de celulas humanas no estado 
ALT a tamanhos (> 30 kb) maiores do que aqueles geralmente verificados em celulas telomerase- 
positivas (5 a 10 kb). De maneira importante, a enzima hTERT dn (Segao 10.7), a qual e capaz de 
induzir a crise em varias linhagens de celulas cancerosas humanas telomerase-positivas, falha em 
induzir o processo de crise em linhagens de celulas tumorais humanas ALT-positivas, fornecendo 
o suporte das ideias (1) de que celulas ALT-positivas nao dependem da telomerase para seu cresci¬ 
mento e (2) de que a enzima hTERT dn nao e intrinsicamente citotoxica. 


A enzima hTERT representa um alvo muito atrativo para aqueles pesquisadores que tern a 
intengao de desenvolver novos tipos de terapias anticancer. O estado ALT, entretanto, abran- 
ge importantes implicagoes para tal desenvolvimento. Como aprenderemos no Capftulolb, 
as fendas catah'ticas de enzimas como hTERT podem, freqiientemente, ser bloqueadas por 
moleculas de drogas terapeuticas altamente especi'ficas. De forma significativa, hTERT e um 
parente distante da transcriptase reversa do virus da imunodeficiencia humana (HIV; veja a 
Figura 10.22), contra o qual drogas inibidoras efetivas tern sido desenvolvidas com sucesso. 
Esses sucessos existentes aumentam bastante a chance de compostos anti-hTERT serem pro- 
duzidos um dia. Alem disso, essa enzima e expressa na grande maioria de canceres humanos, 
enquanto nao esta presente em nlveis significativos em tecidos normais. Isso oferece a pers- 
pectiva de seletividade da droga — sendo capaz de afetar celulas cancerosas enquanto deixa as 
celulas em tecidos normais intocadas. 


Imagine que um inibidor de hTERT e, de fato, desenvolvido por uma companhia farmaceutica — 
um objetivo que tern sido evasivo ate o momento. Ja esta claro que no mlnimo 10% dos tumores 
humanos nunca responderao a tal droga antitelomerase, pois sao ALT-positivos e, assim, nao 
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dependem dessa enzima para sua proliferagao contmua. Enquanto os aproximadamente 90% de 
tumores humanos restantes, os quais exibem de fato uma atividade forte de telomerase, podem 
ser, inicialmente, suscetiveis aos efeitos letais dessa droga, mais cedo ou mais tarde cdulas cancero- 
sas variantes raras podem aparecer e ativar o mecanismo ALT. Isso permitira que as variantes 
evitem as agoes letais da droga antitelomerase. Em conseqiiencia, mesmo uma droga anti-telome- 
rase que pode parecer, inicialmente, ser uma “bala de prata” (em virtude de sua capacidade de 
matar seletivamente um diverso arranjo de tipos de celulas tumorais humanas) pode ser enganada 
pelos genotipos em modificagao e fenotipos de celulas cancerosas. 


Barra lateral 10.8 Telomeros longos nao 
sao suficientes para a forma 9 ao de tu¬ 
mores Experimentos com diversas cepas 
de camundongos transgenicos mostram 
que a hTERT homologa de camundon- 
go, chamada mTERT, confere alguma 
fun^ao que contribui para a tumoroge- 
nese mesmo quando as celulas de camun- 
dongo em que essa enzima atua ja pos- 
suam telomeros muito longos (> 30kb). 
For exemplo, uma cepa de camundon¬ 
gos transgenicos construi'da para super- 
expressar mTERT em queratinocitos 
basais da pele mostra um aumento de 
duas vezes na taxa de cancer de pele, 
enquanto outra cepa de camundongos 
que superexpressa mTERT em uma va- 
riedade de tecidos mostra um risco bas- 
tante aumentado de carcinomas mama- 
rios. Tambem e verdade que a atividade 
de mTERT, a qual ja esta presente em 
niveis consideraveis em celulas normals 
de camundongo, aumenta progressiva- 
mente durante o desenvolvimento de 
tumor em camundongo. Claramente, a 
enzima mTERT auxilia a tumorogenese 
por meio de mecanismos diferentes da 
simples extensao de telomero. Ja que e 
provavel que a enzima TERT atue mui¬ 
to em telomeros, e possi'vel que essa fun- 
gao adicional envolva a protegao da flta 
simples sobressalente da flta rica em G 
nas extremidades de telomeros (veja a 
Barra lateral 10.6). 


10.9 Os telomeros exercem papeis diferentes nas cdulas de 
camundongos de laboratorio e em celulas humanas 

Nossas descrigoes de expressao de telomerase referem-se, repetidamente, a suas agoes em celulas 
humanas, por uma boa razao. Celulas de roedores, especificamente aquelas das cepas de camun¬ 
dongo de laboratorio, controlam a expressao de telomerase de uma maneira totalmente diferente. 
Enquanto celulas humanas reprimem a expressao de hTERT a barxos mVeis em quase todas as 
linhagens celulares pos-embrionarias, as celulas em tecidos comparaveis de camundongo de labo¬ 
ratorio continuam a expressar nfveis significativos de telomerase por toda a vida. Isso tern conse- 
qiiendas importantes para o papel de telomeros na biologia celular de murinos e, portanto, para a 
suscetibilidade relativa de celulas humanas e de camundongo a transformagao maligna. 

A expressao de telomerase por toda a vida em tecidos murinos e provavelmente a causa dos telo¬ 
meros relativamente longos normalmente encontrados nessas celulas de camundongos de labora¬ 
torio; a regiao de dupla-fita de seu DNA telomerico e muito mais de 30 a 40 kb em tamanho - 
cerca de cinco vezes maior do que o DNA telomerico humano correspondente. De fato, os telo¬ 
meros de camundongo sao tao longos que nunca estao em perigo de sofrerem erosao a tamanhos 
criticamente curtos durante o tempo de vida de um camundongo, mesmo quando a expressao da 
telomerase de camundongo e experimentalmente suprimida. 

Os tamanhos de telomeros de camundongos permitem que linhagens celulares passem por 
um numero maior de geragoes replicativas do que o requerido para a formagao de tumor. Isso 
indica que camundongos de laboratorio nao contam com o tamanho de telomero para limi- 
tar a capacidade replicativa de suas linhagens celulares normals e que a erosao de telomero 
pode nao servir como um mecanismo para compelir o desenvolvimento de tumor nesses 
roedores. No entanto, parece que o m'vel significativo de atividade de telomerase normal¬ 
mente presente em celulas somaticas de camundongo e sens longos telomeros ainda nao sao 
suficientes para o forte crescimento de celulas tumorais nesses animals (Barra lateral 10.8). 

Para mensurar que celulas derivadas de camundongos de laboratorio mostram capacidade 
limitada de replicagao in vitro, essa capacidade nunca e determinada por meio do encurta- 
mento de telomero. Em contraste absoluto ao comportamento de celulas humanas, as celulas 
de camundongo podem ser imortalizadas de uma maneira relativamente facil seguindo a 
propagagao estendida em cultura (a qual seleciona para celulas que sao espontaneamente 
imortalizadas in vitro). Celulas humanas requerem, em vez disso, a introdugao do oncogene 
large T de SV40 (para evitar a senescencia) e do gene hTERT (para evitar o processo de crise). 

Essas diferengas sugerem que um dos mecanismos centrals que governam a biologia celular huma- 
na - o encurtamento de telomero - e irrelevante para a biologia de celulas de camundongos, pelo 
menos aquelas de camundongos de laboratorio. O argumento biologico por tras dessas diferengas 
interespecies na organizagao de um importante circuito de controle celular permanece desconhe- 
cido. Uma atraente especulagao e que humanos, nos quais as celulas passam por aproximadamen¬ 
te 10*'’ mitoses em um tempo de vida medio, possuem um maior risco de cancer do que camun¬ 
dongos, os quais apresentam somente em torno de 10** divisoes celulares (ou seja, camundongos 
possuem somente em torno de 0,1% das celulas de humanos e vivem, em media, somente em 
torno de 1% de uma vida humana). Esse numero 10^ vezes maior de divisoes celulares em huma¬ 
nos pareceria criar um risco de cancer no tempo de vida proporcionalmente maior, tornando 
necessario, para grandes mamfferos de vida longa, como os humanos, desenvolver mecanismos 
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antitumor adicionais alem daqueles que operam em pequenos mami'feros de vida curta, como 
camundongos. (Tentativas de esbo^ar as conclusoes amplas e generalizadas dessas diferen^as 
interespecies sao complicadas pelo fato de que determinadas cepas de camundongos tipo selva- 
gem controlam sua telomerase e telomeros de modo semelhante ao dos humanos). 

O papel de telomeros na vida de camundongos tern sido revelado por pesquisadores que tern 
inativado (veja a Barra lateral 7.10) o gene que codifica a subunidade mTR do RNA de 
telomerase na linhagem germinativa de camundongo. Como esperado, a prole mutante ho- 
mozigota de camundongos heterozigotos inicialmente criados carregando o alelo m TR mu¬ 
tante nao exibiu atividade de telomerase em quaisquer de suas celulas. Durante seu tempo de 
vida, os telomeros desses camundongos telomerase-negativos podem encurtar de aproxima- 
damente 30 kb para em torno de 25 kb; este tamanho ainda esta longe do requerido para a 
prote^ao das extremidades de telomeros. 


Esses camundongos telomerase-negativos sao fenotipicamente indistinguiVeis de camundon¬ 
gos do tipo selvagem. Essa ausencia de qualquer fenotipo mutante que possa ser observado 
fornece evidencias convincentes de que a enzima telomerase nao exerce um papel essencial 
nos tecidos desses mami'feros alem da sua tarefa de manuten^ao de telomeros. 


Os camundongos homozigotos telomerase-negativos (i. e., mTR^') podem ser cruzados com um 
outro por no mlnimo mais tr& gerafoes sem apresentar qualquer fenotipo diferenciado. Final- 
mente, entretanto, na quinta gera^ao de camundongo, os camundongos telomerase-negativos 
come^am a mostrar fenotipos diferenciados - uma indica^ao de que apos cinco gera^oes sem 
telomerase, seus telomeros sofrem erosao a tamanbos perigosamente curtos (Figura 10.31). Esses 
camundongos mTR^' de quinta gera^ao e, ate mesmo mais, sua progenie na sexta gera^ao, sao 
fracos e mostram uma capacidade diminui'da para curar ferimentos, indicativo da incapacidade de 
suas celulas de responder apropriadamente a sinais mitogenicos. Os camundongos mTR^' de sexta 
gera^ao tambem sofrem de uma redu^ao substancial na fertilidade. 


Os camundongos mTR^' que nascem na sexta gera^ao ja exibem telomeros bastante curtos 
no nascimento, e sua incapacidade em manter subseqiientemente esses telomeros, particular- 
mente em tecidos mitoticamente ativados, resulta na morte celular difundida e na perda de 
fun^ao tecidual. Por exemplo, tecidos altamente proliferativos, como o epitelio gastrintesti- 
nal, o sistema hematopoietico e os testiculos, mostram uma substancial atrofia (perda de 
celulas). Essas observances sao impressionantes e sem compara^ao no campo de genetica de 
camundongo, pois demonstram fenotipos que somente se manifestam cinco ou seis geranoes 
apos uma mutanao ter sido introduzida na linhagem germinativa desses animais. 

Alem disso, tais observances demonstram dramaticamente as diferennas entre os telomeros 
de celulas humanas e desses camundongos mutantes de laboratorio. Os telomeros humanos 



Figura 10.31 Erosao de telomeros por 
multiplas geragoes em populagoes de 
camundongos rnTR-^- Durante os tempos 
de vida da primeira geragao de 
camundongo mTR'F, seus telomeros, os 
quais apresentam inicialmente 30 kb em 
tamanho (vermelho), sao reduzidos em 
tamanho por cerca de 5 kb {esquerda). 
Esses camundongos (acima, a direita) sao 
fenotipicamente normals, assim como seus 
descendentes na segunda e terceira 
geragoes. Entretanto, na quarta e quinta 
geragoes, os telomeros dessas celulas se 
desgastam a um tamanho que nao podem 
proteger as extremidades dos 
cromossomos; os tecidos desses 
camundongos comegam a perder sua 
capacidade de se renovar na cicatrizagao 
de ferimentos, e esses camundongos 
comegam a apresentar sintomas de 
envelhecimento premature, incluindo 
destruigao de tecidos musculares e um 
arqueamento para tras (abaixo, a direita). 
Os tamanhos relatives dos telomeros 
dessas imagens foram aumentados em mil 
vezes em razao da ilustragao. (Cortesia de 
R. S. Maser e R. A. DePinho.) 
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iniciam relativamente curtos, e a perda da atividade de telomerase pode levar, ja na primeira 
geragao, a graves fenotipos (Barra lateral 10.9). 


10.10 Camundongos telomerase-negativos mostram tanto 

suscetibilidade diminuida quanto aumentada ao cancer 

Camundongos de laboratorio sao suscetiVeis a canceres espontaneos, em grande parte linfo- 
mas e leucemias. Essa suscetibilidade pode ser aumentada por meio da introdugao experi¬ 
mental de mutagoes especi'ficas (Barra lateral 7.10) na linhagem germinativa de camundon- 
go, as quais causam a inativagao de genes supressores de tumor ou a ativagao de proto-onco¬ 
genes. Por que o tamanho dos telomeros criticamente curtos na quinta e na sexta geragoes de 
camundongos telomerase-negativos afeta a taxa de cancer nesses animais? 


r 


Figura 10.32 O colapso de telomero e 
medula ossea de pacientes com 
disqueratose congenita Flumanos que 
sofrem de disqueratose congenita (DC) 
passam por uma atrofia de varies 
tecidos, que e rastreavei pela ausencia 
de telomerase funcional e ao colapso 
catastrofico de seus telomeros. (A) 
Flibridizagao in situ por fluorescencia 
(FISFi) tern sido utilizada para detectar os 
telomeros em metafase difundida de 
cromossomos em uma celula de urn 
individuo normal de 18 anos {esquerda), 
assim como em uma celula de urn 
individuo de 10 anos que sofre de DC. 
Muitos dos cromossomos das celulas 
deste ultimo apresentam telomeros que 
sao tao curtos que nao podem ser 
detectados por FISFI. (B) A maioria das 
atrofias teciduais que ameagam a vida 
de pacientes com DC ocorre entre as 
celulas da medula ossea que proliferam 
rapidamente. Como indicado aqui, no 
osso normal {quadra da esquerda), 
regioes entre o osso mineralizado (rasa) 
sao preenchidas com celulas 
hematopoieticas da medula (roxo). 
Entretanto, celulas na medula de 
pacientes com disqueratose, que sofrem 
de mutagoes de linhagem germinativa no 
gene hTR [quadra da direita\ veja 
tambem a Figura 10.23B), estao quase 
totalmente ausentes, pois as celulas- 
tronco desses pacientes perderam a 
capacidade de manter as diversas 
linhagens de celulas hematopoieticas. 

(A, cortesia de S. Kulkarni e M. Bessler; 

B, cortesia de M. Bessler) 


Barra lateral 10.9 A fungao defectiva de telomerase explica uma rara smdrome Humana familiar 
Humanos que sofrem de uma condigao herdada conhecida como disqueratose congenita exibem 
defeitos em tecidos altamente regenerativos, como a pele e a medula ossea, assim como uma reduzi- 
da estabilidade cromossomal. Na forma ligada ao X dessa doenga, uma protema conhecida como 
disquerina esta ausente ou em mau funcionamento. A disquerina se associa a subunidade de RNA 
associada a telomerase {hTR) e auxilia hTR a se ajustar no complexo da holoenzima telomerase (veja 
a Figura 10.23). Uma versao autossomica dominante da mesma doenga e causada pela heranga de 
um gene hTR defectivo. Celulas de tecidos em proliferagao de indivi'duos afetados exibem cromos¬ 
somos dicentricos, os quais sao indicativos de fusoes intercromossomais. Alguns indivi'duos afeta¬ 
dos sucumbem a um colapso de seu sistema hematopoietico devido a perda da capacidade regenera- 
tiva das celulas-tronco em sua medula ossea (Figura 10.32). 
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A resposta para essa questao parece ser clara. Podemos imaginar que a deteriorapao de celulas 
nesses camundongos m TR^' leva a apenas um niimero adequado de celulas saudaveis para a susten- 
tapao do tecido e a viabilidade do organismo. Celulas-tronco encarregadas da tarefa de preencher os 
grupos de celulas diferenciadas nesses tecidos provavelmente terao grande dificuldade em faze-lo. 


Figure 10.33 Linhagens celulares normals e 
neoplasicas em camundongos mTR-t- e em 
humanos (A) 0 diagrama indica a arvore 
genealogica de celulas normals {drculos 
vazios) em uma pequena parte de tecido. 
Lima celula fundadora no embriao se torna 
a ancestral de todas as celulas neste tecido 
- por exempio, todas as celulas epiteliais. 
Em um determinado momento, uma das 
celulas epiteliais sofre mudangas que 
fazem desta a ancestral das celulas 
{drculos vermdhos preenchidos) que se 
desenvolvem em um clone de celula pre- 
cancerosa. Esse clone de celulas deve 
passar por muitas geragoes replicativas a 
fim de, finalmente, formarem uma massa 
tumoral. Os tragos indicam a perda 
substancial de celulas, por meio de 
apoptose ou necrose, que ocorre em quase 
todas as geragoes celulares. (B) 0 grande 
numero de geragoes celulares atraves das 
quais celulas pre-malignas devem passar 
para atingir a neoplasia resulta em uma 
consideravel erosao de telomero. Nestas 
imagens, os telomeros sao revelados por 
hibridizagao in situ por fluorescencia (FISFI, 
pantos em rosa). Em ductos mamarios 
humanos normals, os telomeros estao 
visfveis tanto em celulas epiteliais do lumen 
(abaixo) como em celulas mioepiteliais 
(nao-mostrado). Entretanto, no carcinoma 
de ducto in situ (DCIS), as celulas epiteliais 
do lumen, as quais constituem a populagao 
celular neoplasica {linha pontilhada adma), 
perdem todo o seu DNA telomerico, 
enquanto as celulas mioepiteliais normals 
proximas (iinha pontilhada abaixo), as quais 
foram coradas para a actina a de musculo 
liso {verde), ainda carregam telomeros 
fortemente corados. (Em todos os casos, 
os nucleos celulares estao corados de 
azul.) (C) Dinamicas similares se aplicam 
no caso de neoplasia intra-epitelial 
prostatica (PIN) - uma lesao precursora de 
carcinoma prostatico -, na qual muitas das 
celulas epiteliais do lumen que delimitam 
os ductos {abaixo e a direita da linha 
pontilhada) perderam a coloragao de DNA 
telomerico, enquanto as celulas epiteliais 
basais {adma e a esquerda) com queratina 
positiva {verde, adma e a esquerda da linha 
pontilhada) continuam a apresentar um 
forte sinal de DNA telomerico. (B e C, 
cortesia de A. K. Meeker; ver tambem A. K. 
Meeker, J. L. Flocks, E. A. Platz et al., 
Cancer Res. 62: 6405-6409, 2002.) 


Ja que celulas normais nesses tecidos sao apenas capazes de se manter, celulas cancerosas 
incipientes deveriam ter uma mesma ou maior dificuldade. O processo de desenvolvimento 
de tumor requer que clones de celulas pre-malignas que se desenvolvem voltadas a maligni- 
dade devam passar por um grande numero de ciclos de crescimento e divisao — um numero 
substancialmente maior do que aquele sofrido por celulas normais proximas (Figura 10.33A). 
Conseqiientemente, qualquer desenvolvimento de tumor que e iniciado com sucesso por 
esses clones de celulas e provavelmente abortado antes de alcangar a fmalizagao. 
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A fim de testar tais predigoes, primeiramente, camundongos com tendencia ao cancer foram 
construi'dos por meio da inativagao de genes supressores de tumor em sua linhagem germinativa 
(Barra lateral 7.10), neste caso o loco codificante para as protemas supressoras de tumor 
e plO'^ (Segoes 8.4 e 9.7). Tais camundongos, como pode ser esperado, sao muito suscetiVeis ao 
cancer; realmente, eles com freqtiencia desenvolvem linfomas e fibrossarcomas relativamente cedo 
na vida. Esta suscetibilidade e manifestada de forma mais severa quando eles sao expostos a carci- 
nogenos. Em um conjunto de experimentos, a exposigao seqiiencial a dimetilbenzatraceno (DMBA), 
um potente carcinogeno, seguida por repetidas exposigoes a radiagao ultravioleta B (UV-B), le- 
vou, apos 20 semanas, a uma incidencia de tumor de 90% nos camundongos mutantes (16^^*^^/ 
pl9A^-negativos), enquanto um grupo controle de camundongos tipo selvagem tratados de 
maneira similar nao apresentou tumores durante esse perfodo. 

Esse experimento foi estendido por meio da introdugao de l6’^^^/pl9^^ inativados de linha¬ 
gem germinativa em camundongos que tambem nao possui'am mTR, o gene que codifica a subu- 
nidade do RNA da holoenzima telomerase de camundongo (veja a Figura 10.31). Os resultados 
foram que 64% de camundongos controle, telomerase-positivos e 16”^^^/pl9'^-negativos, 
contrairam tumores, enquanto somente 31% das geragoes 4 e 5 de camundongos 
p j 9ARF_j^ggjj-jyQ5 desenvolveram tumores. Esses resultados foram ainda mais surpreendentes quan¬ 
do a sobrevivencia de camundongos foi verificada apos 16 semanas: 88% dos camundongos 
telomerase-positivos foram perdidos para o cancer, enquanto somente 46% dos camundongos 
telomerase-negativos da quinta geragao foram perdidos para essa doenga. 

Essa taxa de cancer reduzida em camundongos telomerase-negativos cumpriu a predigao de 
que os tecidos normais de camundongos m TR^' esgotaram a maioria de sua fundagao de 
geragoes replicativas mesmo antes da tumorogenese ter iniciado. Uma vez que os tumores 
tenham surgido nesses camundongos, populagoes de celulas tumorais incipientes passam por 
muitas duplicagoes adicionais antes de poderem criar tumores macroscopicos (veja a Figura 
10.33A). Entretanto, relativamente cedo durante o curso de formagao de tumor, essas celulas 
cancerosas aspirantes serao direcionadas para o processo de crise por meio do colapso de 
telomero, e a sua programagao de formagao de tumores sera abortada. Sem dtivida, em teci¬ 
dos humanos, as celulas pre-malignas que sao colocadas a se tornarem completamente neo- 
plasicas ja demonstram telomeros drasticamente truncados; esse truncamento deve-se, apa- 
rentemente, ao fato de que essas populagoes celulares passam por muito mais ciclos celulares 
sucessivos do que celulas normais nas proximidades (Figura 10.33B e C). 

Um resultado mais interessante e bastante diferente foi verificado quando camundongos sem 
ambas as copias do gene p53 em sua linhagem germinativa foram utilizados (em preferencia 
a inativagao de seu loco l6^’^'^^Vpl9"^, como descrito anteriormente). De forma geral, a 
inativagao da linhagem germinativa do gene p55 em camundongos leva, propriamente, a um 
aumento da incidencia de tumor e da mortalidade, refletindo aspectos da si'ndrome de Li- 
Fraumeni de humanos (Segao 9.12). O loco mTR mutante foi, entao, introduzido no arqui- 
vo genetico p53'^' desses camundongos. 

Quando o genotipo p53'^' esteve presente nos genomas de camundongos w 77?''^'telomerase-nega¬ 
tivos de quinta e sexta geragoes, algo completamente inesperado foi observado: a taxa de formagao 
de cancer foi significativamente aumentada, acima daquela criada pelo genotipo p53'^' sozinho. 
Alem disso, o espectro de tumores, especialmente linfomas e angiossarcomas, que sao comumente 
verificados em camundongos p53'^', foi substitui'do em favor de carcinomas - somente os tipos de 
tumores comumente verificados em humanos. Essas tendencias tornam-se mais evidentes na seti- 
ma e oitava geragoes de camundongos telomerase-negativos (Figura 10.34). 

Como esses resultados intrigantes podem ser explicados? Podemos imaginar que, como ca¬ 
mundongos de quinta e sexta geragoes esgotam seus telomeros, suas celulas comegam a passar 
por ciclos de quebra-fusao-ponte (BFB) cromossomal (veja a Figura 10.14) e, entao, por 
processo de crise. Ja sabemos que quebras de DNA dupla-fita, as quais sao formadas em 
ciclos BFB, podem provocar apoptose por meio de uma via dependente de p53 (Segao 9.6). 
Portanto, celulas que carregam genes p53 funcionais e passam por ciclos BFB sao, 
provavelmente, eliminadas de forma rapida dos tecidos. 
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Figura 10.34 Taxa de formagao de tumor 
em oamundongos mTR-'- p53'i' com 
tendencia ao cancer Estes graficos de 
Kaplan e Meier revelam que a incidencia de 
tumor aumenta com o passar das geragoes 
em camundongos que nao apresentam os 
genes que codificam p53 e mTR em sua 
linhagem germinativa. Nas geragoes 1 e 2 
(G1, G2, vermelho), aproximadamente 50% 
dos camundongos apresentaram tumores 
prontamente detectaveis com a idade de 
24 semanas, enquanto nas geragoes 5 e 6 
(G5, G6, azuP) os camundongos 
desenvolveram tumores mais rapidamente. 
Na geragao 7 ou 8 (G7, G8, marrom), 
aproximadamente 50% dos camundongos 
ja exibiam tumores com 17 semanas de 
vida. (De L. Chin, S. E. Artandi, Q. Shen et 
al., Cell 97■. 527-538, 1999.) 


Como celulas de camundongos m TR^' p53'^' de quinta e sexta geragoes passam por ciclos 
BFB, elas podem lutar para se manterem vivas em virtude da quebra repetida de seu DNA 
cromossomal. Entretanto, muitas dessas celulas podem controlar sua sobrevivencia, pois um 
componente-chave de sua maquinaria de resposta pro-apoptotica — p53 - esta perdido. Essas 
celulas avangarao com dificuldade por meio de um niimero de ciclos de crescimento e divisao 
em contrariedade ao caos carioti'pico que aflige seus genomas. Por todo esse tempo, seus 
cromossomos participarao de numerosos ciclos BFB. 

Esses ciclos podem continuar por muitas geragoes celulares, ja que p53 nao estara precavida para 
desencadear a apoptose e eliminar essas celulas. Como uma conseqiiencia, os genomas de tais 
celulas se tornarao bastante misturados pelas translocagoes cromossomais nao-reci'procas geradas 
pelos ciclos BFB. Alem disso, e talvez ate mais importante, ha evidencia de que a quebra de DNA 
dupla-fita leve a amplificagao ou a delegao das regioes cromossomais adjacentes a essas quebras. 

Enquanto esses ciclos BFB nao provam ser imediatamente fatais para celulas p53-negativas, 
os ciclos certamente comprometerao a capacidade proliferativa delas. Isso quer dizer que 
celulas individuals dessas populagoes estarao sob uma grande pressao seletiva para escapar 
desses ciclos BFB e para readquirir estabilidade cariotlpica; uma vez que o tenham feito, elas 
serao capazes de crescer mais rapidamente. Nessas celulas, entretanto, a aquisigao da ativida- 
de de telomerase nao e uma opgao (em virtude da linhagem germinativa nocaute para as 
copias do gene mTR). Por essa razao, essas celulas irao recorrer a ativagao do sistema ALT de 
manutengao de telomero. Fazendo isso, elas estabilizarao quaisquer cariotipos aberrantes que 
possam ter aparecido desde quando seus ancestrais perderam os telomeros funcionais e co- 
megarao a crescer de uma maneira robusta novamente. 


Claramente, os cariotipos misturados que essas celulas adquiriram geram novas combinagoes 
de genes (incluindo muitos genes translocados, deletados e amplificados), e, dentre os novos 
genotipos que sao criados, provavelmente existirao alguns que favoregam a proliferagao neo- 
plasica. Determinado de forma diferente, o pen'odo de instabilidade genetica parece aumen- 
tar a probabilidade de que configuragoes geneticas promotoras de cancer sejam produzidas. 
Tais explicagoes plausi'veis como o colapso de telomeros em celulas p53-negativas podem 
promover, na verdade, o desenvolvimento de tumores. 

Esses camundongos mTR^' apresentam contrapartes humanas: pacientes que sofrem da sin- 
drome de disqueratose congenita (veja a Barra lateral 10.9) freqiientemente desenvolvem 
cancer uma vez que seus sistemas hematopoieticos de colapso tenham sido reconstruldos 
com sucesso por transplante de medula ossea. Alguns desenvolvem malignidades hematopoi- 
eticas (mielodisplasia e leucemia mielogenosa aguda) ou carcinomas do trato gastrintestinal. 
Essas neoplasias ocorrem naqueles tecidos que sofrem proliferagao intensa e constante - pre- 
cisamente os sltios onde os telomeros podem se tornar rapidamente degastados na ausencia 
de atividade de telomerase, resultando em repetidos ciclos de quebra-fusao-ponte. 
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Figura 10.35 Um modelo mecanistico de 
como oiclos BFB promovem a formagao de 
carcinoma humane Durante os passos 
iniciais da progressao de tumor, a 
inativagao do gene supressor de tumor p53 
e frequentemente favorecida, pois ela 
permite que celulas cancerosas incipientes 
escapem da morte apoptotica devido a 
ativagao de oncogene, niveis inadequados 
de sinais troficos, anoxia e envenenamento 
por iixos metabolicos devido a 
vascularizagao inadequada. Mais tarde, 
com a progressao do tumor, o DNA 
telomerico de populagoes celulares pre- 
malignas em desenvolvimento ira sofrer 
erosao abaixo do nivei necessario para a 
protegao das extremidades cromossomais. 
Ciclos de quebra-fusao-ponte (BFB) (veja a 
Figura 10.14) irao prosseguir e levarao ao 
aumento de rearranjos cromossomais e a 
amplificagao e delegao de segmentos 
cromossomais adjacentes aos pontos de 
quebra (nao-mostrado). Celulas que sofrem 
ciclos BFB seriam normalmente eliminadas 
por meio da apoptose induzida por p53. 
Entretanto, na ausencia da fungao de p53, 
tais celulas podem sobreviver, embora com 
cariotipos misturados que irao diminuir sua 
proliferagao, mas que nao desencadearao 
sua morte apoptotica. Surgindo de tais 
populagoes celulares, estarao variantes 
que aprenderam como regenerar telomeros 
e, desse modo, estabilizar seu cariotipo; 
tais celulas podem mais uma vez crescer 
rapidamente. Em celulas de camundongos 
mTR+ mutantes (Figura 10.34), essa 
estabilizagao pode ser alcangada por meio 
da ativagao do sistema ALT de manutengao 
de telomero, enquanto em organismos tipo 
selvagem (incluindo pacientes humanos 
com cancer), a desrepressao da expressao 
de hTERT permite a reconstrugao de 
telomeros ao tamanho apropriado 
{vermelho). Uma vez que os telomeros 
tenham sido regenerados nas extremidades 
de todos os cromossomos, a geragao 
seguinte da desordem cariotipica atraves 
de ciclos BFB sera parada. Entretanto, 
qualquer desordem cariotipica que tenha 
sido gerada previamente durante ciclos 
BFB sera perpetuada em populagoes 
celulares descendentes. 
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10.11 Os mecanismos que fundamentam a patogenese de cancer 
em camundongos telomerase-negativos tambem podem 
atuar durante o desenvolvimento de tumores humanos 

Essas observagoes de camundongos geneticamente modificados, quando colocadas em con- 
junto, nos levam a considerar um modelo mecanistico mais interessante (Figura 10.35) que 
explica porque a aneuploidia e verificada na grande maioria de carcinomas humanos. Imagi¬ 
ne que relativamente cedo no longo processo de desenvolvimento de tumor humano, as 
celulas de populagoes pre-malignas sao capazes de se desfazer de suas copias do gene p53. A 
pressao seletiva que favorece essa perda genetica pode derivar, por exemplo, do fato de que as 
celulas de populagoes pre-malignas iniciais passam por anoxia e, entao, sofrem de apoptose 
induzida por p53. De maneira alternativa, as copias do gene p53 podem ter sido perdidas por 
celulas cancerosas incipientes a fim de reduzir a probabilidade de apoptose desencadeada por 
oncogene (veja a Segao 9.6). 

Algum tempo apos a perda da fungao de p53, como a progressao de tumor faz, as celulas 
dessas populagoes pre-malignas comegarao a sofrer um desgaste substancial de telomero e o 
colapso final deste, ja que elas nao apresentam niVeis significativos de atividade de telomera- 
se. Ciclos BFB repetidos irao seguir e resultar em aneuploidia. Entretanto, em virtude dessas 
celulas tambem nao possui'rem p53 funcional, elas sobreviverao e continuarao a proliferar, 
embora lentamente. 


Mais cedo ou mais tarde, nessa populagao de celulas que estao sofrendo ciclos BFB, uma 
celula que adquiriu a capacidade de desreprimir a expressao do gene hTERT surgira, e, tendo 
ocorrido isso, esta tambem adquire a capacidade de estabilizar seu cariotipo e prevenir ciclos 
BFB adicionais. Com a telomerase, podemos imaginar que essas celulas irao reparar as extre¬ 
midades de suas moleculas de DNA cromossomal e mais uma vez chegarao a um crescimento 
robusto. Evidentemente que o aparecimento tardio de telomerase na cena nao pode colocar 
em ordem a consideravel aneuploidia que e acumulada durante a janela de tempo que come- 
gou com o colapso de telomero e terminou com a aquisigao da expressao do gene hTERT. (Os 
mesmos argumentos serao aplicados no momento em que o mecanismo ALT, em preferencia 
a ativagao de telomerase, e utilizado para proteger o genoma de ciclos BFB adicionais.) 
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Observa^oes de progressao de cancer pancreatico humano fornecem bases para esse modelo. 
Relativamente cedo no longo processo de multiplas etapas de tumorogenese no pancreas, as 
celulas mitoticas em adenomas de baixo grau apresentam poucas das pontes de anafase que 
sao caracten'sticas de ciclos BFB. Entretanto, adenomas altamente displasicos mais avan^a- 
dos mostram grandes mimeros dessas pontes. Ainda, por ultimo, carcinomas in situ, mais 
avan^ados, exibem, mais uma vez, baixos m'veis de pontes de anafase. Esse comportamento 
refor^a o modelo descrito anteriormente, que propoe que ciclos BFB e a instabilidade cro- 
mossomal associada sao encontrados somente em uma janela de tempo defmida durante o 
curso de progressao de tumor de multiplas etapas. 

Um embasamento adicional para esse modelo vem de um estudo de carcinomas humanos de 
esofago, colon e mama. Em cada caso, os tumores que possuem telomeros relativamente 
curtos estao fortemente associados a um mau prognostico a longo prazo, enquanto tumores 
que carregam longos telomeros estao associados a um prognostico bastante melhor, incluin- 
do uma maior sobrevivencia a longo prazo. Mais uma vez, podemos imaginar que os cromos- 
somos de celulas cancerosas com tamanhos de telomeros subotimos sofrem, freqiientemente, 
ciclos de quebra-ponte-fusao, talvez em virtude de expressarem hTERT em mVeis que sao 
adequados apenas para a manuten 9 ao do DNA telomerico. Esses ciclos BFB, por sua vez, 
criam uma instabilidade cromossomal que continua por toda a vida do tumor para gerar 
novos genotipos misturados, alguns dos quais podem favorecer fenotipos como prolifera^ao 
mais rapida e agressividade aumentada. Determinadas condi^oes inflamatorias cronicas hu- 
manas, as quais estao associadas ao risco aumentado de cancer, tambem podem ser atribui'das 
a telomeros desgastados e ciclos BFB (Barra lateral 10.10). 

Esse modelo fornece um mecanismo atraente que explica como muitos tipos de celulas tu- 
morais humanas adquirem cariotipos altamente aneuploides. Embora nao demonstrado di- 
retamente, e bastante assumido que os genomas aneuploides resultantes conferem vantagens 
de crescimento nessas celulas por meio da cria 9 ao de novos oncogenes mediante transloca- 
^oes, aumentando a dose de proto-oncogenes promotores de crescimento e eliminando genes 
supressores de tumor que tinham segurado a prolifera^ao celular. Portanto, esses ciclos BFB 
podem ser um instrumento na acelera^ao da progressao de tumor, pois eles aumentam a 
mutabilidade genomica e permitem o desenvolvimento de celulas pre-malignas a fim de 
explorar uma multidao de novos genotipos possivelmente vantajosos. 

Essas especulafoes ainda nao responderam uma questao levantada por algumas observa¬ 
nces citadas anteriormente: os repetidos ciclos BFB em camundongos mTR^' p53'^' ziz- 
tam os tipos de tumores que estes apresentam, causando neles o desenvolvimento de 
carcinomas, os quais sao comuns em humanos, em vez das malignidades hematopoieti- 
cas e mesenquimais, que sao freqiientemente verificadas em camundongos. Como a bio- 
logia do telomero possivelmente auxilia a explicar por que os canceres tendem a aparecer 
em alguns tecidos e em outros nao? 


10.12 Sinopse e perspectivas 

Quando Barbara McClintock descreveu, primeiramente, telomeros nas extremidades de cro- 
mossomos de milho, ela nao poderia ter antecipado a surpreendente convergencia de sua 
descoberta com os modelos moleculares da patogenese do cancer. Agora sabemos que os 
telomeros sao os principals determinantes da capacidade das celulas de multiplicar a um 
mimero limitado de ciclos de crescimento e divisao antes de parar a proliferanao e entrar no 
estado que chamamos crise. Esse potencial proliferativo limitado de celulas humanas nor¬ 
mals parece atuar como uma importante barreira ao desenvolvimento de canceres por meio 
da limitada proliferanao de clones de celulas pre-neoplasicas. 

Esse modelo mecam'stico de imortaliza^ao celular e patogenese de cancer e interessante, embora 
somente por ser tao simples. Ainda, a simplicidade desse modelo nao deveria obscurecer o 
fato de que muito da estrutura e fun^ao de telomeros permanece pouco entendido, e algumas 
das conclusoes descritas neste capitulo podem necessitar de uma substancial revisao um dia. 
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Barra lateral 10.10 O colapso de telome- 
ro pode contribuir para o cancer em or¬ 
gans afetados por inflama^ao cronica No 
Capi'tulo 11, leremos sobre varios tumores 
humanos que surgem em tecidos que so- 
frem perda contmua de celulas devido a 
infecgoes ou inflamagoes cronicas. Tal des- 
gaste de celulas, o qual pode acontecer em 
um pen'odo de decadas, ocorre em tecidos 
como aqueles afetados por colite ulcerati- 
va, esofago de Barrett e infecgao pelos vi¬ 
rus de hepatite B ou C. Em resposta as per- 
das de celulas diferenciadas nos tecidos afe¬ 
tados, as celulas-tronco desses tecidos es- 
tao continuamente produzindo substitutes 
para assegurar a manuten 9 ao das fun^oes 
teciduais. Essas celulas-tronco sao for^adas 
a passar por muito mais ciclos de cresci- 
mento e divisao do que as celulas-tronco 
correspondentes de tecidos normais. Os re- 
petidos ciclos celulares resultantes podem 
taxar os poderes regenerativos dos grupos 
de celulas-tronco e levar, fmalmente, ao 
colapso do telomero, ao desencadeamento 
de ciclos de quebra-fusao-ponte e a gera- 
9 ao de cariotipos que favorecem a prolife- 
ra^ao celular neoplasica. 

Tal mecanismo pode contar para as al- 
tas taxas de cancer observadas em indivf- 
duos que sofrem dessas diversas doen^as in- 
flamatorias e infecciosas. De fato, nas ce¬ 
lulas epiteliais intestinais de indivi'duos que 
sofrem de colite ulcerativa, pode-se fre- 
quentemente encontrar pontes de anafase, 
que sao sinais de ciclos BFB e, assim, do 
colapso de telomero - precisamente o que 
esperan'amos se o colapso de telomero es- 
tivesse contribuindo para o aparecimento 
dos carcinomas de colon verificados nesses 
pacientes (Figura 10.36.). De maneira si¬ 
milar, as pontes de anafase tern sido docu- 
mentadas nas celulas do esofago de Barrett 
(Figura 2.13), uma condi^ao na qual o re- 
fluxo de acido do estomago causa uma alta 
renova 9 ao de celulas epiteliais esofagicas 
que leva, com uma significativa freqiien- 
cia, a carcinomas de esofago. 
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Figura 10.36 Colite ulcerativa e pontes de anafase A colite ulcerativa (UC) envolve a irritagao 
cronica e a inflamagao do epitelio do colon. Essas provocam uma renovagao de celulas epiteliais 
do colon que pode permanecer com o passar de varies decadas. Tal condigao leva, com uma 
significativa frequencia, ao desenvolvimento de carcinomas de colon. (A) Pacientes com UC 
podem ser separados em “progressores”, nos quais a colite leva ao aparecimento de um ou 
mais carcinomas, e “nao-progressores”, os quais nao demonstram evidencias de tumores 
intestinais. Centre as celulas epiteliais de colon de progressoras, as pontes de anafase 
caracteristicas de ciclos BFB sao frequentes (veja tambem as Figuras 10.14 e 10.15). Em adigao, 
suas celulas epiteliais de colon exibem um extenso encurtamento de telomeros e numerosas 
aberragoes cariotipicas (nao-mostrado). (B) Amostras de tecido de colon de individuos normais e 
de nao-progressores UC mostram relativamente poucas pontes de anafase, enquanto numeros 
muito maiores sao encontrados no epitelio inflamado de progressores. isso indica uma 
correlagao entre a ocorrencia de pontes de anafase e o inicio do desenvolvimento de tumor. Os 
valores p indicam a probabilidade de essas medidas diferirem por acaso. (De J. N. O’Sullivan, M. 
R Bronner, T. A. Brentnall et al., Nat. Genet. 32: 280-284, 2002.) 


Dentre os muitos assuntos nao-resolvidos, estao as conexoes entre as descobertas descritas 
neste capi'tulo e um outro problema de pesquisa bioqui'mica: o envelhecimento do organis- 
mo, que ocorre em humanos e outros mami'feros de vida longa, atribui'vel ao progressivo 
desgaste do telomero, a resultante perda de capacidade de celulas em continuar a proliferagao 
em certos tecidos e, por fim, a deplegao de populagoes celulares, e necessario para a manuten- 
gao da integridade tecidual e funcional? Enquanto atraente em conceito, existem seguramen- 
te mecanismos alternativos de envelhecimento que necessitamos considerar. Por exemplo, as 
celulas em tecidos em processo de envelhecimento podem perder sua forga devido a uma 
variedade de insultos qui'micos e geneticos acumulados que elas sofrem em muitas decadas, e 
essa progressiva perda de viabilidade pode nao ter nada a ver com o encurtamento de telome- 
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ro. Mesclada com essas questoes esta uma outra: o encurtamento de telomero relacionado a 
idade contribui para as taxas bastante aumentadas de cancer na velbice (Barra lateral 10.11)? 

Muito do nosso entendimento de como a prolifera^ao celular e controlada tern sido influen- 
ciado por observances de celulas propagadas in vitro. Experimentos de cultura celular nos 
mostram que a grande maioria de tipos celulares humanos normals em cultura, mais cedo ou 
mais tarde, para a proliferanao e entra em um estado viavel, embora sem crescimento, cbama- 
do senescencia. As celulas que de alguma forma enganam a senescencia sao capazes de proli- 
ferar por um pen'odo limitado antes de entrar em crise, em que o estagio de colapso de 
telomero desencadeia mudan^as cromossomais devastadoras. 

A senescencia permanece sendo uma questao bastante debatida em biologia de cancer, ja que 
existem indicanoes de que varies tipos celulares nao passam por esse processo em virtude da 
presenna de telomeros desgastados nas extremidades de sens cromossomos. Em vez disso, o 
estresse fisiologico trouxe condinoes subotimas de cultura que representam as principals cau- 
sas desencadeantes. Essas observanoes levam a questao, ainda sem resposta definitiva, se pro¬ 
cesses comparaveis a senescencia replicativa afetam as celulas dentro de tecidos vivos. Alem 
disso, os mecanismos bioqui'micos basicos que governam a senescencia celular continuam a 
ser descobertos (Barra lateral 10.12), indicando que nosso entendimento deste estado celular 
sofrera consideraveis revisoes nos anos que estao por vir. 

O colapso de telomeros durante a crise representa uma “faca de dois gumes” do ponto de 
vista da progressao de cancer. Por um lado, esse colapso, e a crise que e provocada, parece 
representar uma maneira eficiente para o corpo limitar o crescimento de clones de celu- 


Barra lateral 10.11 Os telomeros encurtados contribuem para as au¬ 
mentadas taxas de cancer entre os idosos? A incidencia de muitos ti¬ 
pos de tumores humanos aumenta dramaticamente com a idade. As 
razoes precisas para essa dependencia da incidencia de cancer pela 
idade sao complexas, e provavelmente incluem danos acumulados 
ao genoma, declmios na funnao imune relacionados a idade e o fato 
de que a progressao de tumor e um processo de multiplas etapas 
estendido que frequentemente leva muitas decadas. O encurtamen¬ 
to progressivo de telomero tambem pode contribuir. Os dados de 
medidas como aquelas apresentadas na Figura 10.37 rendem tr& 
conclusoes: (1) em alguns (e talvez na maioria) tecidos humanos, os 
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telomeros encurtam progressivamente com a idade. (2) A taxa de en¬ 
curtamento difere em tecidos diferentes, aparentemente em virtude da 
diferen^a de atividade mitotica nas linhagens celulares que estao sendo 
estudadas. (3) A dispersao em cada curva indica a substancial variabili- 
dade interindividual nos tamanhos de DNA telomerico no im'cio da 
vida e/ou as taxas de encurtamento de telomero durante o tempo de 
vida. (Alem disso, nao discutido aqui, sabe-se que os DNAs telomeri- 
cos nas extremidades de diversos bra 90 s cromossomais dentro de uma 
celula exibem tamanhos cromossomo-especi'ficos diferentes e que estes 
variam de um indivi'duo para outro.) 

Os telomeros que sao desgastados abaixo de um tamanho mmimo 
nao sao mais capazes de proteger as extremidades de DNA cromosso- 
mal. Em algumas celulas, tais telomeros criticamente encurtados po- 
dem limitar os subseqiientes poderes proliferativos de uma linhagem 
celular, atuando, desse modo, de uma maneira antineoplasica. Ao mes- 
mo tempo, telomeros criticamente curtos podem estimular fusoes ex- 
tremidade-extremidade de cromatides, e estas, por sua vez, podem de- 
sencadear ciclos de quebra-fusao-ponte que podem contribuir para a 
instabilidade carion'pica e o desenvolvimento de cancer. O colapso de 
telomero, entao, pode ser um importante fator nas taxas aumentadas 
de incidencia de cancer dos idosos - uma nofao que ainda necessita ser 
testada experimentalmente. 


Figura 10.37 Encurtamento de telomero, idade e cancer Os tamanhos 
de DNA telomerico foram medidos em linfocitos e granuiocitos de 400 
individuos. Como e evidente, o tamanho dos telomeros diminuiu 
progressivamente em ambos os tipos celulares com o aumento da 
idade. A imprecisao na medida dos tamanhos de telomeros e de 
± 0,5 kb. A linha horizontal (tracejada) representa o nivel minimo com o 
qual o DNA telomerico nao protege mais as extremidades 
cromossomais. (Cortesia de G. M. Baerlocher e R Lansdorp.) 
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Barra lateral 10.12 A senescencia celu¬ 
lar e contagiosa? As descri 96 es de senes¬ 
cencia celular apresentadas neste capi'tulo 
mostraram esse estado como um proces- 
so celular autonomo, no qual mecanis- 
mos de sinaliza^ao intracelular desenca- 
deiam a entrada neste e o mantem uma 
vez que ele tenha sido estabelecido. En- 
tretanto, um teste experimental para ge¬ 
nes celulares que sao responsaveis pela 
manuten^ao da senescencia fez surgir um 
suspeito improvavel - o gene que codi- 
fica o inibidor 1 do ativador de plasmi- 
nogenio (PAI-1). 

O ativador de plasminogenio e uma 
protease extracelular que converte plas- 
minogmio em plasmina; esta ultima, 
tambem uma protease, atua para clivar 
uma variedade de substrates no espa^o 
extracelular. Dentre esses substrates, es- 
tao os precursores inativos de fatores de 
crescimento, os quais se tornam mito- 
genos ativos e fatores de sobrevivencia 
apos a clivagem mediada pela plasmina. 
PAI-1 pode bloquear a ativa^ao da plas¬ 
mina e, desse modo, prevenir a ativa^ao 
do fator de crescimento no espa^o ex¬ 
tracelular. 

O gene PAI-1 e um dos muitos al- 
vos da ativa^ao transcricional por p53 
(Tabela 9.2). Apos p53 induzir a trans- 
cri^ao de PAl-1 e, assim, a protema ser 
liberada de uma celula, a ativa^ao pro- 
teoh'tica de fatores de crescimento e blo- 
queada. Se a ativa^ao de PAI-1 por p53 
e prevenida experimentalmente, entao 
p53 perde suas propriedades de induzir 
a senescencia. Em adi^ao, a expressao 
ectopica de PAI-1 causa a senescencia de 
celulas que estao em um robusto cresci¬ 
mento. Portanto, a expressao de PAI-1 e 
tanto necessaria quanto suficiente para 
a senescencia celular mediada por p53. 
Ja que PAI-1, uma vez liberada por uma 
celula no espa^o extracelular, pode blo¬ 
quear a ativa^ao de fatores de crescimen¬ 
to por celulas das proximidades, estas 
tambem podem ser induzidas a entrar 
em senesctocia. Conseqiientemente, a 
senescencia pode ser coordenada por 
agentes extracelulares (p. ex., PAI-1) e e, 
a partir dessa perspectiva, um processo 
celular nao-autonomo. 


las neoplasicas. Por outro lado, algumas celulas podem coexistir com telomeros em co- 
lapso se suas respostas ao DNA danificado forem defectivas (p. ex., por causa da perda da 
fungao de p53). Os multiplos ciclos de quebra-fusao-ponte (BFB) resultantes podem 
criar genotipos alterados (Figura 10.38) que favorecem fortemente a proliferagao malig¬ 
na. A subseqiiente aquisigao de atividade de telomerase pode entao capacitar tais celulas 
geneticamente alteradas a tirarem vantagens de seus genotipos aberrantes por meio da 
entrada em uma fase de crescimento altamente agressiva que resulta, mais cedo ou mais 
tarde, em tumores malignos. 

As agoes da propria telomerase tambem sao totalmente contraditorias. Ja que a expressao de 
hTERT em celulas humanas normals confere uma substancial atividade enzimatica, essas 
celulas parecem conter todos os componentes necessarios da holoenzima telomerase, salvo a 
subunidade catali'tica hTERT. Uma vez expressa, hTERT parece guarnecer as celulas com 
uma fungao completa de telomerase e contribuir para a subseqiiente imortalizagao delas. Essa 
capacidade proliferativa reforgada tern sido de grande interesse para gerontologistas, que en- 
frentam muitas dificuldades com relagao a prevengao do envelhecimento e a restauragao de 
tecidos fortes em idosos. Como mencionado anteriormente, alguns acreditam que o colapso 
de telomero e a causa do envelhecimento. Tais pesquisadores especulam hTERT como uma 
solugao obvia para os poderes proliferativos debilitados de tecidos sob envelhecimento. Po- 
rem, aqui, a “faca de dois gumes” da agao de telomerase se torna evidente. Suplementando 
tecidos envelhecidos com telomerase, pode-se imortalizar inadvertidamente clones de celulas 
pre-malignas que estao indubitavelmente espalhados sobre esses tecidos e, assim, contribui- 
se para o aparecimento de tumores que de outro modo nunca se formariam. 

A mais direta e convincente prova da importancia de telomeros e da telomerase na patogene- 
se do cancer vem de experimentos que serao descritos em detalhe no proximo capi'tulo: des- 
cobriu-se que um clone de gene hTERT e um ingrediente essencial no coquetel de genes 
introduzidos que sao utilizados experimentalmente para transformar celulas humanas nor¬ 
mals em derivativos tumorogenicos. Sem a presenga de hTERT, a transformagao de celula 
humana falha. (Protocolos alternativos para a transformagao de celulas humanas chegam ao 
mesmo ponto final por meio da introdugao de genes, como myc, que induzem a expressao do 
gene hTERT endogeno das celulas.) 

O papel central da telomerase em abastecer o crescimento de celulas cancerosas sugere um 
novo modo de terapia anticancer. Inibidores de telomerase deveriam provar ser potentes em 
matar celulas cancerosas que carregam telomeros relativamente curtos - situagao observada 
em muitas celulas tumorais humanas telomerase-positivas. Tais drogas, se desenvolvidas, deve¬ 
riam, ao mesmo tempo, ter pouco ou nenhum efeito em celulas normals por todo o corpo — 
que expressam m'veis relativamente baixos de telomerase — e, assim, somente transitoriamen- 
te durante a fase S. 

Enquanto atraente em conceito, esse piano pode ser sabotado por certas realidades. Pri- 
meiro, programas de pesquisa executados por um niimero de companhias farmaceuticas 
designadas para desenvolver novos inibidores da fungao de hTERT tern falhado repeti- 
damente em alcangar moleculas potentes e altamente espedficas. As razoes para essas 
falhas sao desconhecidas. Segundo, ninguem sabe se os m'veis relativamente baixos da 
enzima telomerase detectavel em certos tipos de celulas normals pelo corpo humano 
exercem um papel significativo na capacidade proliferativa e na viabilidade dessas celu¬ 
las. Conseqtientemente, os efeitos colaterais de drogas antitelomerase desses agentes, 
que deveriam ser desenvolvidos, sao imprevisi'veis. 

Em contrariedade a essas dificuldades iniciais, a enzima hTERT permanece um alvo atraente 
para o desenvolvimento de drogas. Em virtude de sua atividade ser essencial para a grande 
maioria de canceres humanos, drogas antitelomerase provavelmente apresentam grande uti- 
lidade no tratamento de diversos tipos de tumores. Certamente, se tal desenvolvimento de 
droga for realizado, essa pesquisa, a qual iniciou com a genetica de milho e com os peculiares 
ciclos de vida de ciliados, um dia contribuira significativamente para a conquista da doenga 
neoplasica. Para o momento, o que fica e nada alem que um fundo de vontade. 
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Conceitos-chave 

• Duas barreiras previnem celulas cultivadas de replicar indefinidamente em cultura — a 
senescencia e a crise. 

• A senescencia envolve a residencia, a longo prazo, de celulas em estado de nao-cresci- 
mento, porem viavel; a crise envolve a morte apoptotica de celulas. 

• A senescencia e provocada pelo estresse fisiologico que as celulas passam in vitro, porem 
seu papel na delimita^ao da prolifera^ao celular in vivo permanece a ser demonstrado. 

• A crise e provocada pela erosao dos telomeros, que resulta em amplas fusoes cromosso- 
mais de extremidade a extremidade, caos cariotfpico e morte celular. 

• A maioria das celulas pre-malignas escapa da crise por meio da ativa^ao da expressao de 
hTERT, a enzima telomerase, que e especializada em alongar o DNA telomerico esten- 
dendo-o em incrementos de hexanucleorideos. 

• Algumas celulas cancerosas escapam da crise por meio da regenera^ao de seu DNA telo¬ 
merico pelo mecanismo ALT. 

• Celulas que estabilizaram seus telomeros por meio das a^oes da telomerase ou mecanismo 
ALT podem proliferar indefinidamente e sao, desse modo, ditas imortalizadas. 

• A imortalizaq;ao celular e um passo que parece governar o desenvolvimento de todos os 
canceres humanos. 

• As fusoes cromossomais de extremidade a extremidade que acompanham a crise le- 
vam a repetidos ciclos de quebra-fusao-ponte, que parecem, por sua vez, ser respon- 
saveis por muito da aneuploidia associada aos cariotipos de muitos tipos de tumores 
solidos humanos. 


Figura 10.38 Caos cariotipico 0 cariotipo 
de celulas cancerosas pode ser revelado 
pelo uso da tecnica de SKY para “pintar" 
cada cromossomo com sua propria cor 
caracterlstica. Um grande numero de 
cromossomos participa de translocagoes 
nas celulas que fazem parte dos dols 
subclones (A e B) de uma linhagem celular 
humana de carcinoma de bexiga. Isso e 
Indicado pelo fato de que muitos 
cromossomos carregam segmentos 
originarlos de dols cromossomos humanos 
normals e alguns carregam segmentos 
derivados de quatro cromossomos 
humanos normals distintos. Cada 
translocagao e Indicada por um “t” seguido 
pelos numeros dos cromossomos parentals 
dos quals esses bragos derivaram. Um “I" 
Indica um Isocromossomo, no qual um 
unico brago de um cromossomo foi 
dupllcado. As letras "p" e "q" indIcam os 
bragos curto e longo de cromossomos 
humanos normals, respectivamente. A 
palavra "del” Indica que um segmento 
cromossomal normalmente presente foi 
eliminado. “Clone A e B" indica 
cromossomos aberrantes compartilhados 
pelos dols subclones, enquanto "Clone A” e 
"Clone B" indicam cromossomos que estao 
presentes unicamente em um ou outro 
desses subclones. 0 fato de que os dols 
subclones diferem um do outro em seus 
cariotipos indica a instabilidade 
cromossomal que sofrem enquanto estao 
em cultura. Graus comparaveis de 
aneuploidia podem ser observados em 
celulas cancerosas que recentemente 
foram introduzidas em cultura. (De FI. M. 
Padilla-Nash, W. G. Nash, G. M. Padilla et 
al.. Genes Chromossomes Cancer 25: 53- 
59, 1999.) 
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Questoes elaboradas 


1. Quais as vantagens que os ciclos de quebra-fiisao-ponte conferem 
a populagoes em desenvolvimento de cdulas pre-malignas? 

2. For que a aquisigao de um potencial proliferativo imortalizado 
e tao importante para tumores humanos? 

3. Quais os tipos de evidencias que conectam os telomeros e a 
telomerase a entrada em um estado de crescimento senescente? 

4. Quais complicagoes e efeitos colaterais podem resultar da inati- 
vagao da atividade de telomerase (ainda hipotetica) por drogas 
anticancer que sao inibidores especlficos dessa enzima? 


5. Como a configuragao molecular da alga T protege as extremi- 
dades de DNA telomerico? 

6. Como a molecula de RNA de hTR associada a telomerase faci- 
lira a manutengao de DNA telomerico pela enzima hTERT? 
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Capitulo 11 


Tumorogenese de Miiltiplas Etapas 


“Na sobrevivencia de indivfduos e ra^as favorecidas, durante a permanente 
luta da renova^ao da existencia e que percebemos a forma e o imensuravel 
poder da sele^ao natural.” 

Charles Darwin, biologo, 1859 


A forma^ao de um tumor e um processo complexo e freqtientemente se estende por decadas. 
Celulas consideradas normals evoluem para celulas com fenotipos denominados neoplasicos 
por um processo chamado de progressao tumoral. Esse processo ocorre em muitos locals no 
corpo humano normal, avan^ando cada vez mais na medida em que envelhecemos. Rara- 
mente esse processo se desenvolve em apenas um unico local para tornar-nos cientes do seu 
produto final, uma massa tumoral clinicamente detectavel. 

A progressao tumoral e dirigida por uma seqiiencia de muta^oes que ocorrem aleatoriamente 
e alteraqoes epigeneticas do DNA que afetam os genes que controlam a prolifera^ao, a sobre¬ 
vivencia celular e outras caracten'sticas associadas ao fenotipo celular maligno. A complexida- 
de desse fenomeno reflete os processes evolutivos os quais selecionam varias barreiras entre 
celulas normals e suas derivadas altamente neoplasicas. Conseqiientemente, o final de cada 
etapa necessaria para a forma^ao de um tumor pode ser visto como uma ramifica^ao de uma 
outra barreira que impediu o progresso de um clone de celulas pre-malignas. 

Varios estudos apontam que essas barreiras sao obras de processos evolucionarios relativa- 
mente recentes. Podemos imaginar que primeiro as for 9 as evolucionarias trabalharam para 
desenvolver a arquitetura e fisiologia de metazoarios complexes e, posteriormente, procede- 
ram em consertar esses pianos com o objetivo de reduzir o risco de cancer. 

Entretanto, um cenario alternativo e mais provavel: o risco de ocorrer a multiplica^ao de 
celulas nao-controladas tern sido um companheiro constante de metazoarios desde os pri- 
mordios, ha cerca de 650 milhoes de anos. Com a permissao para que celulas individuals 
dentro de seus tecidos proliferassem, ate mesmo metazoarios simples correram o risco de 
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Figura 11.1 Inoidenoia de cancer em varias 
idades Este grafico de diagnostico de 
varies tipos de canceres epiteliais mostra o 
aumento da incidencia de forma inclinada 
conforme o aumento da idade, indicando 
que 0 processo de formagao de tumores 
geralmente requer decadas para atingir sua 
forma completa. (Cortesia de W.K. Flong, 
compilado de SEER Cancer Statistics 
Review.) 


uma ou outra das suas cdulas constituintes se tornarem renegadas e, com isso, desencadea- 
rem a multiplicagao celular desordenada que chamamos de cancer. Conseqiientemente, a 
construgao de defesas contra o cancer deve ter acompanhado a evolugao da complexidade 
dos organismos. 

Nos capftulos anteriores, acompanhamos mecanismos individuals em sistemas de controles 
celulares que deverao ser neutralizados para o inicio da tumorogenese. Neste capi'tulo, tenta- 
remos analisar tais mecanismos em um contexto coletivo e examinar como alteragoes nesse 
sistema poderao originar, como produto final, a formagao de um tumor primario. Iniciare- 
mos tentando entender a problematica central do cancer: quantas alteragoes seqiienciais dife- 
rentes sao necessarias nas celulas e tecidos para originar um cancer humano? 


11.1 A maioria dos canceres humanos se desenvolve ao longo de 
varias decadas 

Estudos epidemiologicos mostram que a idade e um fator primordial para a incidencia de 
cancer. Nos Estados Unidos, a probabilidade de morte por cancer de colon e mais de mil 
vezes maior em indivfduos de 70 anos de idade do que em indivfduos j ovens, com idade de 
10 anos. Esse fato, por si so, sugere que esse tipo de cancer e, por extensao, outros canceres 
comuns em indivfduos adultos (Figura 11.1), requerem anos, senao decadas, para se desen- 
volverem. O diagnostico e tratamento tardio em muitos canceres possui importantes impli- 
cagoes na saude publica: a cura do cancer tera um efeito relativamente pequeno sobre a 
expectativa de vida (Barra lateral 11.1). 

O aparecimento de cancer em idades avangadas indica que o desenvolvimento dessa doenga 
requer um extenso perfodo. Um grande exemplo desse efeito tardio de aparecimento pode ser 
observado na correlagao de incidencia de cancer de pulmao em homens nos Estados Unidos. 
O uso de cigarros nao era popular nesse grupo ate a Segunda Guerra Mundial, quando o 
habito de fumar foi popularizado pelos soldados que recebiam cigarro como parte de sua 
ragao alimentar pelas forgas armadas durante a Segunda Guerra. Apos 30 anos, em meados 
da decada de 1970, a taxa de cancer de pulmao comegou a subir em escala surpreendente 
(Figura 11.2). Ao mesmo tempo o tabagismo espalhou-se pelo mundo e atingiu o pico, em 
1990, levando a estimativas de que a mortalidade global por cancer de pulmao, que atual- 
mente excede a 1,1 milhao de mortes por ano, atingira seu pico somente em alguma decada 
depois de 2020. Nas outras areas do mundo fora dos Estados Unidos, essa janela de tempo de 
aproximadamente 35 anos entre o aumento marcante do tabagismo e os grandes numeros de 
casos de cancer de pulmao tambem pode ser aplicada. 
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Barra lateral 11.1 Uma vida livre de cancer 
nao levaria a mudan 9 as extremas na longe- 
vidade As curvas de incidencia de cancer em 
fun^ao da idade ilustradas na Figura 11.1 le- 
varam a uma conclusao surpreendente e ao 
mesmo tempo desanimadora. Mesmo que as 
mortes associadas ao cancer sejam tao freqiien- 
tes nas popula^oes do ocidente, sendo respon- 
saveis por cerca de 20% da mortalidade total, 
a cura de todas as formas de cancer estenderia 
a perspectiva de vida por apenas poucos anos. 
Um calculo sobre as mortes relacionadas ao 


cancer ocorridas na Holanda em 1990 indicou 
que, se todas as mortes relacionadas ao cancer 
fossem eliminadas, isso geraria uma extensao de 
3,83 anos a mais na expectativa de vida para 
homens e 3,38 anos para mulheres. (Em paises 
menos industrializados, onde doen 9 as causadas 
por infec^oes diminuem a meia-vida populacio- 
nal, os efeitos na expectativa de vida seriam ain- 
da menores). 

Como a grande maioria dos canceres surge tar- 
de na vida, a preven^ao ou cura dessa doen^a 
tardia tera um efeito relativamente pequeno no 


tempo de vida de um indivi'duo que ja viveu 
cerca de oito decadas ou mais. De forma con- 
traria, mesmo que a mortalidade infantil seja 
muito baixa no ocidente, redu^oes adicionais 
na morte prematura causada por varias con- 
di^oes tera efeitos quantitativos profundos no 
aumento da expectativa de vida como um 
todo. No meio, entre essas duas fontes de 
mortalidade, existem as doen^as como as 
doen^as cardiacas, que freqiientemente ma- 
tam individuos uma decada ou mais antes de 
contrai'rem cancer. 


Varias formulas matematicas que preveem a freqiiencia de varies canceres em fun^ao da 
idade foram desenvolvidas por epidemiologistas de todo o mundo. Elas evidenciam que, 
dependendo do tipo de cancer manifestado, a incidencia da doen^a (a taxa na qual a doen^a 
e diagnosticada) e as taxas de mortalidade ocorrem como fun^ao de ate , em que a 
representa a idade do paciente no diagnostico inicial. Para canceres epiteliais, na maioria dos 
cases, o risco de morte por cancer aumenta cerca de 5 a 6 vezes dependendo da idade do 
indivi'duo (Figura 11.3). As fun^oes algebricas podem ser interpretadas facilmente. Case a 
probabilidade de um efeito seja indicada por a”, isso sugere que « + 1 eventos independentes, 
cada um ocorrendo aleatoriamente e com probabilidade comparavel por unidade de tempo, 
devem ocorrer antes que o resultado final — nesse case, um tumor diagnosticado — seja obti- 
do. O fato de que a incidencia de uma doen^a como o cancer de colon come^a a emergir 
somente na setima ou oitava decada de vida indica que cada um desses eventos ocorre com 
uma baixa probabilidade a cada ano. Mais especificamente, cada evento provavelmente ocor¬ 
re em uma media uma vez a cada 10 a 15 anos, e o total sucesso dos eventos pode normal- 
mente requerer 40 a 60 anos para se completar. 

Esses calculos dao a ideia de que a forma^ao de um tumor e altamente complexa. De fato, alguns 
eventos cn'ticos poderao ocorrer mais rapidamente do que outros. Por isso que os calculos de 
cinetica de progressao de tumores refletem a influencia de taxas consideradas limitantes para a 
progressao do tumor, mas que ocorrem lentamente. Os eventos rapidos nao sao registrados nesses 
calculos. Por essa razao, os numeros de eventos que sao necessarios para a forma^ao de um tumor 
sao bem mais altos do que aqueles preditos pelas formulas do tipo a^. 
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Figura 11.2 Consumo de oigarro e cancer 
de pulmao Esta curva compara o consumo 
anual global de cigarros (bilhoes fumados 
por ano, cuna vermelha, painel da 
esquerda) com dados reals e preditos de 
mortalidade mundial por cancer de pulmao 
(milhares de mortes por ano; curvas verde e 
azu/, painel direito). Estima-se que a 
mortalidade anual por cancer de pulmao 
induzido por tabaco tenha seu pico em 
algum memento na quarta ou quinta 
decada do seculo XXL Durante o seculo 
XX, houve um aumento de cancer de 
pulmao nao relacionado com tabaco (curva 
azuf). 0 numero precise desses cases nao 
e muito claro, e existem debates sobre 
quantos deles sao atribuidos ao tabagismo 
passive. (De R.N. Proctor, Nat. Rev. Cancer 
1:82-86, 2001.) 
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Figura 11.3 Idade de morte por varios tipos 
de oanceres epiteliais Os graficos indicam 
a mortalidade geral de cancer de 1939 a 
1947 em quatro paises cujos indices 
levantados pela saude publica sao 
extremamente confiaveis. Estes graficos em 
escalas log-log para a taxa de morte por 
cancer em homens (mortes por populagoes 
de 100 mil, ordenada) em diferentes idades 
(abscissa) apresentam uma curva que 
indica que sao necessarios de 5 a 6 
eventos limitantes para a produgao de urn 
cancer letal. Por exempio, a inclinagao de 5 
indica pelo menos seis eventos limitantes, 
cuja natureza nao e revelada por essa 
analise. Interessantemente, essas 
inclinagoes sao bastante similares nos 
diferentes paises apresentados. As 
inclinagoes diferem levemente de acordo 
com os diferentes tipos de cancer (nao- 
mostrado). (De A.G. Knudson, Nat. Rev. 
Cancer 1:157-162, 2001, reproduzido a 
partir de C.E. Nordling, Brit J. Cancer 6:68- 
72, 1953.) 
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A partir da cinetica de progressao de um tumor, podemos concluir com bastante certeza que 
a tumorogenese e um complexo processo de mtiltiplas etapas. Ela mostra que essa cinetica de 
mtiltiplas etapas complica os calculos para as taxas reais com as quais os canceres atingem 
populagoes humanas (Barra lateral 11.2). 


A conclusao de que a tumorogenese e um processo de mtiltiplas etapas sugere outra ideia 
interessante: assuma que (1) uma seqiiencia de eventos nao-conhecidos e necessaria para um 
tumor aparecer e (2) muitos desses eventos ocorrem com freqiiencias comparaveis em todos 
nos. Ao mesmo tempo, tais suposigoes indicam que, na medida em que envelhecemos, todos 
nos carregaremos populagoes de celulas, nos diversos tecidos, que completaram algumas, mas 
nao todas, as etapas da progressao tumoral. Uma vez que muitos de nos nao viveremos tempo 
suficiente para completar todos os eventos necessarios que finalizam o aparecimento do can¬ 
cer (pois morremos por outra causa que nao o cancer), nunca saberemos que alguma dessas 
progressoes tumorais foi iniciada em nosso corpo. Seguindo esse ponto de vista, o apareci¬ 
mento de cancer e inevitavel; se nao morressemos por alguma outra doenga ou causa natural, 
mais cedo ou mais tarde, serlamos vi'timas do cancer. 

E claro que, alguns de nos - nao muitos — poderemos contrair uma doenga neoplasica, como 
o cancer de colon. Isso sugere algo mais: enquanto a expressao ou d' pode predizer a media 
de incidencia de cancer de colon em uma larga amostra populacional, a probabilidade de os 


Barra lateral 11.2 Tumorogenese de mviltiplas etapas complica a epi- 
demiologia do cancer O calculo das verdadeiras taxas de incidencia de 
cancer ou das taxas de morte por esses canceres em varias populagoes 
humanas e um exercicio dificilmente simples e direto. Por exempio, a 
apresentagao da incidencia de cancer de colon em diferentes popula¬ 
goes como o numero de casos diagnosticados por centenas de milhares 
de pessoas por ano e insignificante, uma vez que algumas populagoes 
podem comer um numero desproporcional de pessoas jovens, enquan¬ 
to outras podem ter mais indivi'duos mais velhos. Esta ultima popula¬ 
gao tera, e claro, numeros muito maiores de canceres de colon por uni- 
dade de populagao total. 

A forte dependencia da idade na incidencia de basicamente todos 
os canceres forga os epidemiologistas a calcular a incidencia de cancer 


ajustada pela idade, o que corrige o fato de que as distribuigoes pela 
idade de diferentes populagoes humanas diferem muito. O calculo de 
uma incidencia ajustada pela idade pode nos dizer, por exempio, qual e 
a probabilidade de uma mulher de 60 anos nos Estados Unidos 
contrair cancer de mama ao longo de um ano comparada com o 
risco de mulheres da mesma idade que vivem no Egito, Cazaquistao 
ou Portugal. Ao mesmo tempo, os indices de incidencia ajustada 
pela idade permitem fazer comparagoes significativas de uma popula¬ 
gao especifica durante um extenso periodo de tempo - por exempio, o 
risco de cancer de colon da populagao de 1930 nos Estados Unidos 
comparado com aquele de uma populagao sucessora de 1990, em que 
os efeitos das diferengas na distribuigao da idade das duas populagoes 
sao mais uma vez eliminados. 
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eventos patogenicos importantes ocorrerem por unidade de tempo varia muito de um indivi- 
duo para o outro, sendo afetada por predisposi^ao hereditaria, dieta, estilo de vida e muitas 
outras variaveis que sao conhecidas por influenciar demasiadamente o aparecimento do can¬ 
cer de colon em varias popula^oes humanas. 

Dados epidemiologicos chamam a aten^ao para varios outros discernimentos importantes 
sobre a natureza de multiplas etapas da tumorogenese. Se analisarmos a freqiiencia de mesote- 
lioma em humanos (causado largamente por exposi 9 ao a asbestos e tabaco) e cancer de pele em 
camundongos (induzidos pela administra^ao repetida na pele de benzo[tf]pireno), torna-se apa- 
rente que a forma^ao de cada um desses tumores necessita de um pen'odo extenso de exposi^ao 
contmua a carcinogenos e de que e a duragao dessa exposi^ao (em vez da idade absoluta dos 
indivlduos expostos ou da idade de quando a exposi^ao iniciou) que determina o momento do 
im'cio da doen^a detectavel (Figura 11.4). Nesses casos, tumores sao criados pela a^ao de carci¬ 
nogenos exogenos, e nao pelo aparecimento espontaneo no corpo; estes carcinogenos au- 
mentam a taxa de progressao tumoral, freqiientemente em muitas ordens de magnitude aci- 
ma das taxas dos espontaneos. Alem disso, a patogenese de cada um desses tumores parece 
envolver uma programa^ao de exposiq;ao pre-determinada antes da formaq;ao de um tumor. 


11.2 Histopatologia proporciona evidencias da forma^ao de 
tumor em multiplas etapas 

Os histopatologistas sao peritos na arte de examinar tecidos normais e doentes sob o micros- 
copio e, no caso de cancer, sao capazes de elaborar diagnosticos sobre o tecido de origem do 
tumor bem como seu estagio de desenvolvimento. Como ja discutimos brevemente na Se^ao 
2.4, analises histopatologicas tern garantido amplo suporte para a discussao da origem de varios 
tumores ocasionados por uma seqiiencia determinada de eventos complexos. Revisaremos essas 
analises com riquezas de detalhes por serem esses os pontos principais deste capi'tulo. 

A no^ao de desenvolvimento de tumor humano por processos de multiplas etapas tern sido 
documentada mais claramente no epitelio intestinal. As celulas do epitelio intestinal que 
estao dispostas no interior da cavidade (lumen) do trato gastrintestinal, formam uma camada 
de fileira unica de celulas em varios locais (Figura 11.5). Essas popula^oes de celulas epiteliais 
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Figura 11.4 Incidencia de cancer e a 
exposigao a carcinogenos Os dois graficos 
indicam que a exposigao cumulativa a 
estimulos carcinogenicos, em vez da idade 
na quai essa exposigao iniciou, determina a 
probabilidade de desenvolver um tumor 
detectavel. 0 grafico da esquerda mostra o 
risco cumulative de desenvolvimento do 
mesoteiioma (um tumor do revestimento 
mesodermico de orgaos abdominals e 
pulmoes) entre trabalhadores de 
isolamento nos Estados Unidos, muito 
desses expostos a asbestos. 0 grafico da 
direita apresenta o risco cumuiativo de 
desenvolvimento de cancer de pele em 
camundongos tratados experimentaimente 
com protocolos de indugao de carcinoma 
de pele. (De J. Peto, Nature 411:390-395, 
2001 .) 
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Figura 11.5 Microanatomia da parade 
intestinal normal (A) Micrografia eletronica 
de varredura do epitelio intestinal (neste 
caso, do intestine delgado) mostrando vilos 
(dedos) da mucosa intestinal que se 
estendem para o lumen em intervales 
regulares. (B) Cada vilo e recoberto por 
uma camada de celulas epiteliais (as quais 
sao separadas do centre pela membrana 
basal). (C) 0 centre de cada vilo, que e 
separado do epitelio de revestimento por 
uma membrana basal, e composto por varies 
tipos de celulas mesenquimais, incluindo 
fibroblastos, celulas endoteliais, pericitos e 
varias celulas do sistema imune (nao- 
indicadas). (A e B, de S. Canan; C, do 
Flospital Virtual da Universidade de Iowa, 

Atlas of Microscopic Anatomy, Prancha 194). 
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possuem um niimero alto de renovaq;ao. A cada minuto, 20 a 50 milhoes de celulas no duo- 
deno humano e um decimo destas no colon mortem, e um numero igual de celulas novas as 
substitui! 

Subjacente a esse epitelio esta a membrana basal (lamina basal), a qual tais celulas estao ancoradas. 
A membrana basal, como em outros tecidos epiteliais, forma parte da matriz extracelular e e 
formada por protemas secretadas tanto por celulas epiteliais acima como por celulas do estroma 
abaixo da membrana (veja a Figura 2.3). As celulas mesenquimais que compoem o estroma sao 
em sua grande maioria fibroblastos, mas outros tipos de celulas, incluindo celulas endoteliais, que 
formam as paredes de capilares e vasos linfaticos, e celulas do sistema imune, como macrofagos e 
mastocitos, tambem estao dispersas. Abaixo dessa camada de celulas estromais na parede intestinal 
encontramos uma delgada camada de musculo liso responsavel pela movimentagao do conteiido 
do lumen por movimentos de contra^oes peristalticas. 

A camada de celulas epiteliais constitui o sltio de maiores altera^oes patologicas (i. e., asso- 
ciadas a doen^as) associadas ao desenvolvimento de carcinoma de colon. Analises de biopsias 
de colon humano revelaram um tecido em varios estados, com graus de anormalidade que 
variam de um tecido levemente alterado, que e dificilmente distinguivel da estrutura da mu¬ 
cosa intestinal normal (o revestimento do lumen do colon), ate a desordem caotica das celu¬ 
las que formam o tecido altamente maligno (Figura 11.6A). Da mesma forma que o revesti¬ 
mento do intestino normal, esses crescimentos sao compostos por uma variedade de tipos 
celulares distintos, inclusive alguns tipos de celulas encontradas em tecidos normais. 
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FIgura 11.6 Alteragoes histopatologicas do 
colon humano Varlos tipos de tecidos 
anormals revelados por anallses 
histopatologicas do colon humano podem 
ser arranjados em ordem crescents de 
anormalidade. De fato, sucessoes mals 
detalhadas podem ser esbogadas, uma vez 
que adenomas podem ser subdlvldldos em 
varies subtipos. As criptas normals do 
colon podem ser vistas aqui em urn corte 
longitudinal (a esquerda, no topo). Uma 
pequena cripta adenomatosa (seta, 
circulada) e mostrada, juntamente com 
criptas normals, em urn corte transversal 
(topo, a direita). Os limites de urn pequeno 
adenoma tubular estao circundados 
{esquerda, meio). Urn grande adenoma 
tubular (abaixo) pode as vezes ser 
chamado de pedunculado, indicando sua 
insergao, via urn pedunculo, na parede do 
colon. 0 carcinoma de invasao local e visto 
aqui como pequenas ilhas de celulas de 
carcinoma [circulado) circundadas por 
estroma {direita, figura do meio inferior). 
Metastases para o figado {ofroulo) sao 
circundadas por camadas de celulas 
estromais recrutadas; o tecido hepatico 
normal pode ser visto a esquerda. A 
progressao histopatologica, indicada aqui 
esquematicamente, pareceria ser a via 
mals logica pela qual o tecido normal, 
neste caso o epitelio do colon, e 
transformado, por meio de uma serie de 
passes intermediarios, em carcinomas e, 
por fim, em crescimentos metastaticos. 
Entretanto a evidencia para a maioria 
dessas relagoes de produtos precursores e 
na verdade bastante fragmentada. 

(Cortesia de C. lacobuzio-Donahue e B. 
Vogelstein.) 
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Figura 11.7 Tumorogenese de multiplas 
etapas em diferentes locals do organismo 
Acredlta-se que a patogenese dos 
carcinomas possa ser controlada por 
mecanismos biologicos muito similares nos 
varios tecidos epiteliais encontrados em urn 
organismo. Consequentemente, tern sido 
proposto que a tumorogenese de multiplas 
etapas envolvendo entidades histologicas 
similares progride ao longo de vias 
paralelas nesses varios locals do 
organismo. Essas similaridades sao 
obscuras devido as diferentes 
nomenclaturas utilizadas de urn tecido para 
outro. CIS = carcinoma in situ] CIN = 
neoplasia cervical intra-epitelial; DCIS = 
carcinoma ductal in situ: PIN = neoplasia 
prostatica intra-epitelial. (Cortesia de W.K. 
Hong.) 


Alguns crescimentos que sao classificados como hiperpldsicos exibem histologia quase normal, 
uma vez que as celulas individuals dentro deles tern uma aparencia normal. Entretanto, esta claro 
que nas areas de hiperplasia a taxa de divisao celular e bastante alta, gerando um epitelio mais 
delgado do que o normal. Ainda outros crescimentos apresentam histologias anormais, com as 
celulas epiteliais nao mais formando uma camada celular bem-ordenada da mucosa normal do 
colon e a morfologia das celulas individuals desviando de forma sutil das celulas normals; tais 
crescimentos sao ditos displdsicos (veja a Figura 2.14). Um crescimento muito maior e mais desvia- 
do que tern celulas displasicas e um engrossamento marcado e chamado de pdlipo ou adenoma 
(veja as Figuras 2.15 e 2.16). Sao encontrados varios tipos distintos de polipos no colon intestinal; 
alguns estao ligados a parede do colon, enquanto outros sao ligados a parede do colon por uma 
base. E importante salientar que todos esses crescimentos sao considerados benignos, pois nao 
conseguem atravessar a membrana basal e atingir o tecido estromal subjacente. 

Os crescimentos anormais que conseguem quebrar a membrana basal e dirigir-se a outros 
tecidos sao considerados malignos. Existem distingoes entre esses carcinomas de colon mais 
agressivos e celulas cancerosas associadas, dependendo se elas penetraram profundamente 
nas camadas do estroma e do musculo liso ou se elas migraram - metastatizaram - para locals 
anatomicamente distances no organismo, onde elas podem ter sucesso na formagao de novas 
colonias de celulas tumorais. 


Tendo arranjado esses crescimentos em uma sucessao de fend tipos de tecidos que avangam 
do normal para o agressivamente maligno (veja a Figura 11.6), podemos imaginar que tal 
sucessao descreve com alguma precisao o curso do desenvolvimento tumoral no colon huma- 
no. Na verdade, a evidencia que da suporte a esse esquema e bastante indireta. Alguns tumo- 
res podem se desenvolver por meio de uma serie de crescimentos intermediaries, a maioria 
dos quais esta arranjada neste capi'tulo. Alternativamente, e possiVel que alguns tipos de teci¬ 
dos descritos como intermediarios nessa seqiiencia representem finals mortals em vez de 
etapas para tumores mais avangados. Em cases de cancer de colon, e tambem possiVel que o 
desenvolvimento do tumor dependa da habilidade dos crescimentos iniciais de pular sobre 
etapas intermediarias, permitindo que alcancem finals altamente malignos de forma muito 
mais rapida do que a sugerida pela sucessao. Sucessoes similares tern sido propostas para uma 
variedade de outros canceres epiteliais (Figura 11.7). 

Ao menos tres tipos de evidencias suportam fortemente a relagao precursor-produto entre 
adenomas de colon e carcinomas. Primeiro, em ocasioes raras, podemos observar um card- 
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- esperado sem polipectomia (dados de Mayo Clinic) 

- esperado sem polipectomia (dados de St. Mark) 

- observado pos-polipectomia 


Figura 11.8 Evidencias da progressao de 
adenoma para carcinoma As evidencias 
das relagoes precursor-produto entre 
adenomas e carcinomas intestinais vem da 
observagao de no minimo dois tipos de 
cases clinicos. (A) Na ocasiao, observou-se 
carcinomas crescendo diretamente a partir 
de adenomas. Como vemos aqui, a 
demarcagao entre os dois pode ser 
esbogada com precisao. (B) Uma segunda 
linha de evidencia deriva de estudos 
clinicos em que a colonoscopia e utilizada 
para rastrear grandes grupos de pacientes. 
Quaisquer pdlipos que sao descobertos 
sao removidos por polipectomia (remogao 
cirurgica de polipos). Assim, no grafico ao 
lado, dois estudos independentes (linhas 
amarelo-laranja e azui) predizem urn certo 
numero esperado de carcinomas em tais 
grupos com base na experiencia 
histologica. Entretanto, em pacientes que 
passaram por polipectomia, os numeros 
observados de cancer colorretal 
diagnosticado nos anos subsequentes 
reduziram em mais de 80% {linha 
vermeiha). (A, cortesia de Paul Edwards; B, 
cortesia de W.K. Hong, dados de S. 
Winawer, A. G. Zauber, M.N. Ho et al., N. 
Engl. J. Med 329:1977-1981, 1993.) 


noma crescendo diretamente a partir de um polipo adenomatoso (Figura 11.8A). Podemos 
desconfiar que crescimentos como esses ocorram rotineiramente durante o desenvolvimento 
de virtualmente todos os carcinomas de colon e que a rapida expansao do carcinoma logo 
destroi o adenoma do qual ele se originou. 

Segundo, estudos clinicos foram realizados em um grande grupo de pacientes que foram 
submetidos a colonoscopia, uma tecnica freqiientemente utilizada para examinar o colon por 
polipos adenomatoses e remover qualquer um que seja detectado. Nesses estudos, os pacien¬ 
tes cujos polipos eram removidos tiveram, nos anos subsequentes, uma redugao de aproxima- 
damente 80% na incidencia de carcinomas de colon (Figura 11.8B). Isso indica que, nessa 
populagao de pacientes, no minimo 80% dos carcinomas de colon derivaram de adenomas 
preexistentes e detectaveis, pois a colonoscopia pode ter omitido alguns polipos; a proporgao 
real pode ser mais alta. (Tais observagoes ainda nao provam que cada carcinoma de colon 
linico que se forme nos humanos deva surgir a partir de um a adenoma preexistente). 


A terceira evidencia que sustenta a evolugao de adenoma para carcinoma vem da doenga 
chamada polipose adenomatosa familiar (FAP; Segao 7.11), na qual individuos que herdam 
uma forma mutante do gene APC supressor de tumor sao suscetiveis a desenvolver de diizias 
a mais de mil polipos no intestino (Figura 7.22). Com freqiiencias baixas, mas muito bem 
detectadas, alguns desses polipos progredirao espontaneamente para um carcinoma. Isso ex¬ 
plica o alto risco de cancer de colon em tais individuos. 
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O desenvolvimento de carcinomas em outros orgaos do corpo pode assemelhar-se, ao 
menos no esbofo, a progressao em miiltiplas etapas observada no colon (veja, por exem- 
plo, a Figura 11 . 7 ). Muitos desses outros tecidos, como a mama, o estomago, os pul- 
moes, a prostata e o pancreas, tambem exibem crescimentos que podem ser chamados de 
hiperplasico, displasico e adenomatoso, e tais crescimentos poderiam ser os precursores 
benignos dos carcinomas que surgem nesses orgaos. Entretanto, a evidencia histopatolo- 
gica que poderia suportar a progressao de miiltiplas etapas de tumores nesses tecidos nao 
e tao bem-desenvolvida como a do colon - uma conseqtiencia do acesso ao colon pela 
colonoscopia e a inacessibilidade a esses outros tecidos. Nos casos de tecidos nao-epite- 
liais, incluindo componentes do sistema nervoso, o tecido conjuntivo e o sistema bema- 
topoietico, a evidencia histopatologica que comprova a progressao tumoral de miiltiplas 
etapas e ainda mais incompleta. 

De fato, a histopatologia alterada de crescimentos pre-maligno e maligno reflete as mudan^as 
que ocorreram em um subconjunto de celulas que compoem cada uma dessas massas. No 
exemplo de carcinomas, a altera^ao progressiva de celulas epiteliais dirige sistematicamente o 
processo de progressao do tumor e as mudan^as associadas nas bistopatologias. Os outros 
tipos de celulas encontrados nesses tumores, especificamente aqueles no estroma, podem ser 
descritos como inocentes — celulas normals que foram recrutadas a massa tumoral e anexadas 
por celulas epiteliais anormais para colaborar no processo de forma9ao do tumor. Mas como 
veremos no Capi'tulo 13 , o papel dessas celulas aparentemente normals na forma9ao do tu¬ 
mor e muito mais complexo e interessante. 


11.3 Os crescimentos no colon acumulam altera^oes geneticas ao 
longo da progressao do tumor 

As for9as que dirigem a progressao do tumor em varies tecidos nao sao esclarecidas nas 
descri96es histopatologicas como aquelas apresentadas nos itens anteriores. E possi'vel 
que altera96es epigeneticas contribuam paras as mudan9as progressivas no fenotipo de 
celulas e tecidos enquanto um tumor se desenvolve. Por exemplo, algumas das etapas na 
progressao do tumor puderam recapitular as mudan9as especi'ficas no comportamento 
de celulas que ocorrem normalmente durante a embriogenese. Sabemos que virtualmen- 
te todas as etapas do desenvolvimento embrionario dependem das mudan9as nos progra- 
mas de expressao genica, e nao de altera96es no proprio genoma. (A clonagem da ovelha 
Dolly mostrou que o genoma de uma celula epitelial altamente especializada e identico 
aquele de um ovulo recem-fertilizado.) 

De acordo com um modelo alternativo, muitas das etapas de progressao tumoral sao 
dirigidas por altera96es geneticas acumuladas nos genomas de celulas tumorais em de¬ 
senvolvimento. Esse segundo cenario e fundamentado por evidencias extensivas armaze- 
nadas durante varias decadas passadas, as quais documentaram o aciimulo de mimeros 
aumentados de genes mutantes em celulas a medida que elas evolufram de um estado de 
crescimento mais benigno para um mais maligno. Discutimos muitos desses genes mu¬ 
tantes em capftulos anteriores. 

Esse paralelo entre evolu9ao genetica e progressao celular fenoti'pica e bem-estudado em 
carcinomas de colon humano. Existem muitos dados na literatura sobre a base genetica 
da progressao de tumor de colon devido a alta acessibilidade por meio da tecnica de 
colonoscopia, como ja comentado, e tambem devido a alta incidencia desse tipo de can¬ 
cer na popula9ao ocidental, o que facilitou a coleta e estudo de um grande numero de 
amostras pre-malignas e malignas em varios centres, como a escola medica de Johns 
Hopkins, em Baltimore, Maryland, cujos interesses foram focalizados em compreender 
esses tumores e suas origens geneticas. 

Esses pesquisadores reconheceram a evidencia extensiva de que os alelos mutantes de genes 
como ras e p 53 podem contribuir para a transforma9ao celular sob condi96es in vitro. Assim, 
eles procuraram determinar uma correla9ao in vivo pela analise de genomas de grupos de 
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pequenos adenomas de colon, de pequeno, medio e grande porte. Era plausi'vel que a medida 
que tecidos do colon avangavam progressivamente de normals para altamente malignos, as 
celulas epiteliais nesses varios tecidos acumulariam mimeros cada vez maiores de mutagoes 
em varios genes. 

Foi isso que esses cientistas descobriram no final dos anos 1980. Os genes por eles examina- 
dos inclui'am o oncogene K-rar e outros genes supressores de tumor. Na verdade, as identida- 
des dos genes supressores de tumor que participam da patogenese do cancer de colon nao 
eram conhecidas quando eles comegaram o seu trabalho, assim eles procuraram por regioes 
cromossomais que sofreram a perda da heterozigosidade (LOH) durante a progressao do 
tumor. E preciso salientar que uma taxa elevada de LOH em uma regiao cromossomal parti¬ 
cular fornece a indicagao forte de que tal regiao abriga um gene supressor de tumor e de que 
celulas cancerosas em desenvolvimento exploram o mecanismo de LOH como meios de 
substituir ou silenciar os alelos ainda intactos (i. e., tipo selvagem) de tal gene supressor de 
tumor (Segao 7.4). 

Alem disso, essa pesquisa descobriu que os adenomas em estagios iniciais freqiientemente 
apresentavam perda de heterozigosidade no brago longo do Cromossomo 5 (i. e., 5q). Quase 
a metade de adenomas de medio porte apresentou um mutante do oncogene K-rar. Ate mes- 
mo adenomas maiores tenderam a apresentar altas taxas de LOH no brago longo do Cromos¬ 
somo 18 (i. e., 18q), e cerca da metade de todos os carcinomas apresentaram um LOH no 
brago curto do Cromossomo 17 (i. e., 17p; Figura 11.9; veja tambem a Figura 7.14). 

Essas observagoes corroboraram fortemente a ideia de que celulas epiteliais podem adquirir 
fenotipos cada vez mais neoplasicos durante o curso da progressao tumoral, seu genoma 
mostra um aumento correspondente no mimero de locos geneticos alterados. Igualmente 
importante, essas mudangas envolvem a ativagao de um proto-oncogene em um oncogene 
(K-rAf) e a inativagao aparente de pelo menos tres genes supressores de tumor distintos. Essa 
foi a primeira sugestao de um fenomeno que agora e reconhecido como sendo bastante co¬ 
mum: o numero de genes supressores de tumor inativados excede muito o mimero de onco¬ 
genes ativados presentes nos genomas de celulas tumorais humanas. 

As identidades dos locos geneticos nos Cromossomos 5 e 17 foram reveladas logo depois que 
essa progressao genetica foi apresentada (Figura 11.10). Foi observado que o gene do Cro¬ 
mossomo 5q21, que freqiientemente e alvo de LOH, era o gene supressor de tumor APC 
(polipose adenomatosa de colon) (Segao 7.11), enquanto o gene do Cromossomo 17pl3 foi 
identificado como sendo o gene supressor de tumor p53 (Capitulo 9). A identidade do gene 
ou dos genes no Cromossomo 18q que sao inativados durante a patogenese do carcinoma de 
colon ainda permanece obscura. Enquanto essa regiao cromossomal sofre a perda de hetero¬ 
zigosidade em mais de 60% dos canceres de colon humano, o melhor candidato para gene de 
supressao de tumor e DPC4/MADH4, que codifica Smad4, uma protema que libera sinais 


hipometllagao 
do DNA 



Figura 11.9 Progressao de tumor de colon 
e perda da heterozigosidade em varios 
bragos cromossomais Amostras de DNA 
extraldas de tecidos em varios estagios de 
progressao de cancer de colon foram 
analisadas para averiguar a perda de 
heterozigosidade (LOH) por meio do exame 
de marcadores cromossomais para bragos 
longos e curtos da maioria dos 
cromossomos, como descrito na Figura 
7.4. Em geral, cada brago cromossomal foi 
representado por um ou mais locos 
geneticos que existiam na forma 
heferozigota nos tecidos normals de um 
paciente. A medida que a progressao 
tumoral procedia, as celulas epiteliais do 
colon envolvidas exibiam um aumento no 
numero de bragos cromossomais que 
perderam a heterozigosidade. Certas 
regioes cromossomais {letreiro azul) 
sofreram altas taxas de LOH, sugerindo que 
elas carregavam genes supressores de 
tumores que estao sendo inativados, em 
parte, pelo mecanismo de LOH. (Adaptada 
de B. Vogesitein, E. R. Eearon, S. E. Kern et 
al. Science 244:207-211, 1989.) 


Figura 11.10 Genes supressores de tumores 
e a progressao de carcinoma de colon Cada 
uma das regioes cromossomais que sofrem 
perda da heterozigosidade (LOH; Figura 
11.9) foi considerada positiva para a 
presenga de gene supressor de tumor (TSG) 
cuja perda fornece vantagens de crescimento 
para o desenvolvimento de celulas epiteliais 
pre-neoplasicas. Finalmente, dois TSGs 
foram identificados (letreiro azul) - APC no 
Cromossomo 5q e p53 no Cromossomo 17p. 
A identidade de TSG ou TSGs inativados no 
Cromossomo 18q ainda nao esta clara. Alem 
disso, como indicado aqui, foi observado que 
cerca de metade dos carcinomas de colon 
adquiriram mutantes - alelos ativados do 
gene K-ras (letreiro rose) e que os genomas 
da maioria dos crescimentos neoplasicos 
sofrem hipometllagao (perda de CpGs 
metilados; letreiro verde). A precisa 
contribuigao da metilagao para a progressao 
de tumor ainda nao e clara; algumas 
evidencias sugerem que ela gera 
instabilidade cromossomal. 





























410 / CapITULO 11 TUMOROGfiNESE DE MuLTlPLAS EtAPAS 


inibidores de crescimento a partir do receptor TGF-P para o niicleo celular (Se^ao 6.12). 
Entretanto, as copias de DPC4/MADH4 estao presentes na forma mutante em menos de 
15% dos canceres de colon, e um segundo gene proximo que codifica para Smad2 e 
inativado com menor freqiiencia ainda. Isso deixa sem resposta a identidade do(s) gene(s) 
supressor{es) de tumor no Cromossomo 18q que sao alvos de inativa^ao e LOH na maioria 
desses canceres. 

O caminho mais coerente para analisar as etapas de desenvolvimento do cancer de colon envolve 
uma sucessao ordenada de mudan^as geneticas que golpeiam com freqiiencia o genoma de celulas 
epiteliais do colon durante a progressao do cancer para o estado maligno, como pode ser visto na 
Figura 11.10. Na realidade, as seqiiencias especificas das mudan^as geneticas descritas nesta figura 
apresentam parte do mecanismo de uma por 9 ao muito reduzida de todos os tumores de colon 
humano. Esse mimero pode ser calculado a partir das taxas conhecidas de altera^oes geneticas ou 
regioes cromossomais que sabidamente participam da patogenese do cancer de colon. Enquanto 
a grande maioria (- 90%) dos carcinomas do colon sofre inativa 9 ao do gene APC no Cro¬ 
mossomo 5q em etapas iniciais do processo, apenas cerca de 40 a 50% adquirem uma muta- 
9 ao K-tar, de 50 a 70% apresentam um LOH do Cromossomo 17p envolvendo p53 e cerca 
de 60% apresentam uma LOH no Cromossomo 18q. Alem disso, 12% dos tumores do 
colon possuem muta^oes que conduzem a inativa 9 ao funcional do receptor TCF-jl tipo 2 
(Se^ao 5.7). Uma complica^ao adicional e criada pela observa 9 ao de que tumores que carre- 
gam oncogenes K-wr raramente possuem alelos p53 mutantes, ou vice-versa. 

A maioria de canceres de colon deve ter im'cio com uma altera^ao no Cromossomo 5, 
mas entao tomara vias geneticas alternativas na rota para a malignidade (Figura 11.1 lA). 
Essas outras vias envolvem presumivelmente um mimero comparavel de altera^oes gene¬ 
ticas. Parece plausivel, por exemplo, que aqueles carcinomas de colon que nao adquirem 
um oncogene mutante K-tyzr sustentarao altera^oes em outros componentes da via de 
sinaliza^ao Ras. Presumivelmente, essas muta^oes alternativas conferem uma vantagem 
fisiologica sobre as celulas do cancer do colon similar aquela resultante da forma^ao de 
um oncogene mutante K-twr ativado. 

Tal suspeita foi levantada apos a analise de seqiiencias de 90 genes distintos de cinase presen¬ 
tes nos genomas de um grupo de 35 carcinomas colorretais. Essas analises indicaram que 
cerca de 15% desses tumores carregam mutantes, presumivelmente enzimas tirosina cinases 
ativadas; um outro estudo genetico revelou formas mutantes da subunidade de 110 kDa da 
cinase PI3 (PI3K; Se^ao 6.6) em aproximadamente um ter^o dos tumores colorretais analisa- 
dos. Alem disso, outras analises, dessa vez de polipos de colon, revelaram que tais crescimen- 
tos que nao tern os oncogenes K-tar ativados freqiientemente carregam mutantes, alelos on- 
cogenicos do gene V>-raf, que codificam para uma serina/treonina cinase (Se^ao 6.5); signifi- 
cativamente, os oncogenes mutantes ras e raf sao exclusivos, nunca sendo encontrados juntos 
no mesmo polipo. Essas varias cinases mutantes sao possiveis candidatas a agentes que ser- 
vem como alternativas funcionais para a oncoprotei'na K-wr durante a progressao do carcino¬ 
ma de colon. 

E tambem verdade que as quatro altera^oes ja documentadas pelos investigadores de Johns 
Hopkins, mesmo quando eles definem a historia de um tumor, nem sempre ocorrem na 
ordem descrita na Figura 11.10. A perda da heterozigosidade no Cromossomo 5q e quase 
sempre a primeira na progressao, mas a ordem precisa das mudan^as subseqiientes pode 
variar de tumor a tumor. Esse papel linico do loco APC como o local da primeira etapa 
genetica na patogenese do cancer de colon parece ser ditado pelos efeitos biologicos linicos da 
inativa^ao Ac APC (Barra lateral 11.3). 

Finalmente, devemos perceber que essas varias mudan^as geneticas nao limitam um ponto 
maximo de altera^oes que contribuem em vias essenciais para a progressao do cancer de 
colon. Por exemplo, o tipo de analise genetica usada para identificar essa serie de quatro 
regioes cromossomais registrou apenas aqueles eventos de perda de heterozigosidade 
(LOH) em genes supressores de tumor que ocorrem com uma freqiiencia acima da taxa 
geral de LOH associada a todos os hra^os cromossomais em celulas tumorais avan^adas 
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11.10 nao representa a sequencia invariavel que define as vias 
geneticas seguidas per todos os carcinomas de colon. A perda da 
fungao APC (ou o ganho equivalente de fungao da |3-catenina) 
representa o ponto de inicio que e comum a quase todos os 
carcinomas de colon humanos. Entretanto, as identidades dos genes 
alterados em subsequentes etapas sao variaveis, e a ordem precisa 
dessas mudangas tambem pode variar. Isso torna possivel, em teoria, 
as multiplas vias apresentadas aqui. Alem disso, o numero exato de 
passes geneticos que ocorrem durante a patogenese do cancer de 
colon humane nao e conhecido e pode estar longe dos quatro 
apresentados aqui. (B) 0 estudo detalhado do esofago de Barrett (veja 
a Figura 2.13), que e uma lesao precursora do carcinoma de esofago, 


deslocam as celulas escamosas normalmente presentes; esquerda), a 
displasia ate os clones de cancer (direita) que podem surgir finalmente. 
Note que as mudangas listadas aqui levam em consideragao as 
mudangas de numero cromossomal (incluindo aneuploidia e 
tetraploidia) bem como a perda de heterosigosidade (LOH) e a perda 
aparente da expressao de genes supressores de tumores pela 
metilagao do promotor. Ki67+ = positive para o marcador da fase S de 
Ki67 e assim em ativa proliferagao; CDKN2A- = mutagdes ou metilagao 
do promoter do gene pi TP53- = mutagao do gene p53; 9p- = 
LOH de genes presentes no brago curto do Cromossomo 9, etc.; 2N = 
diploide; 4N = tetraploide. (B, de M.T Barrett, C.A. Sanchez, L.J. Prevo 
et al., Nat Genet 22:106-109, 1999.) 


(veja a Figura 7.14). Conseqiientemente, eventos de LOH que ocorrem com baixas fre- 
qiiencias em uma colegao de amostras tumorais (i. e., aqueles presentes em 20% ou 
menos dos tumores analisados) nao seriam registrados em tal analise, mesmo que levas- 
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Barra lateral 11.3 A organiza 9 ao de criptas do colon explica por que ocorre a perda prema¬ 
tura de APC ao longo da progressao do cancer de colon Como descrito anteriormente (Se- 
qao 7.11), logo que enterocitos normals do colon sao formados, eles migram para fora da 
cripta colonica, diferenciam-se e mortem por apoptose dentro de 3 a 4 dias. Conseqiiente- 
mente, a maioria das muta^oes que atinge os genomas dessas celulas (p. ex., muta^oes pon- 
tuais que criam o oncogene K-rar) sera logo perdida pelo organismo por causa da morte 
rapida dessas celulas dentro de dias a partir da sua forma^ao inicial. A perda da fun^ao de 
APC, entretanto, resulta no aprisionamento de celulas dentro das criptas do colon e assim no 
aciimulo destas popula^oes de celulas APC-negativas em tais criptas. (Uma minoria de tu- 
mores colorretais expressa uma |3-catenina mutante que resiste a degrada^ao, produzindo um 
estado bioqui'mico semelhante ao apresentado pela perda de Ape). Como a emigra^ao dos 
enterocitos para fora da critpta esta bloqueada, quando essas celulas e suas descendentes 
sustentam muta^oes adicionais, as celulas mutantes resultantes tambem serao retidas nas 
criptas em vez de serem perdidas rapidamente por emigra^ao e apoptose. Entretanto, nao 
podemos compelir resultados semelhantes para explicar por que as muta^oes de outros genes 
envolvidos na progressao do cancer de colon {ras, p53 e DPC4/MADH4) poderiam ocorrer 
em um determinado momento ou em uma seqiiencia particular durante o curso da progres¬ 
sao de tumor de colon. Adicionalmente, a seqiiencia de muta^ao desses outros genes parece 
ser bastante variavel de um tumor de colon para outro. 


sem a elimina^ao de genes supressores de tumor, importantes funcionalmente, a partir 
do genoma celular. 

Os eventos epigeneticos, incluindo a repressao de alguns genes por meio da metila 9 ao do 
promotor (Se 9 ao 7.8) e a desrepressao de outros pela desmetila^ao, tambem podem contri- 
buir de forma importante para a progressao de tumores. Recentemente, foram acumuladas 
varias evidencias de que a hipometila 9 ao (i. e., desmetila 9 ao de seqiiencias que sao normal- 
mente metiladas), como observada em adenomas iniciais (veja a Figura 11.10), tern um efei- 
to independente do seu possiVel efeito na expressao genica: operando por mecanismos desco- 
nhecidos, ela contribui para a instabilidade cromossomal, e o ultimo estado favorece a acele- 
ra 9 ao da velocidade de progressao tumoral. 

A publica 9 ao dessa “biografia genetica” da tumorogenese do cancer de colon, como des¬ 
crito na Figura 11.10, pode set inferida para uma grande variedade de outros tipos de 
tumores, cada biografia envolvendo seu grupo particular de oncogenes e genes supresso¬ 
res de tumor. Entretanto, varias descri 96 es (p. ex., dos carcinomas da bexiga, do pan¬ 
creas e de esofago; veja a Figura 11.1 IB) tern sido relatadas. Isso significa que, no pre¬ 
sente, nao podemos citar listas de altera 96 es geneticas em genomas de celulas tumorais 
para ilustrar a natureza de mtiltiplas etapas da progressao do cancer na maioria dos 6 r- 
gaos humanos. Com o desenvolvimento de ferramentas mais sofisticadas e mais sensi'veis 
para analisar genomas de celulas tumorais, as biografias geneticas de varios tipos de tu¬ 
mores devem estar proximas. 


11.4 A progressao de miiltiplas etapas de tumores ajuda a 
explicar a polipose familiar e a area de canceriza^ao 

A via genetica mostrada anteriormente (Figura 11.10) e as suas modifica 96 es descrevem 
os eventos geneticos que ocorrem durante a patogenese de varios dos tumores de colon 
esporadicos. Esses tumores surgem no colon de indivi'duos cujos genotipos sao, ate onde 
sabemos, geneticamente do tipo selvagem no momento da concep 9 ao. Durante o curso 
do desenvolvimento do tumor de colon, muta 96 es somaticas (e eventos de metila 9 ao) 
come 9 am a alterar progressivamente os genomas iniciais das celulas epiteliais do colon, 
gerando os genomas corrompidos encontrados em celulas cancerosas de colon altamente 
malignas. 
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Todos esses fatores podem ser adicionados a noq;ao de que a complexidade dos processos 
de mulriplas etapas reflete a existencia de um jogo igualmente complexo dos mecanis- 
mos de defesa que obstruem a ocorrencia de tumores em tecidos normais. Cada um 
desses mecanismos de defesa deve ser enganado ou inativado, um apos o outro, para que 
uma popula^ao de celulas cancen'genas em desenvolvimento possa alcan^ar estagios fi¬ 
nals, tornando-se celulas malignas. 

Dado o vasto numero de celulas epiteliais do colon que sao formadas ao longo da vida (> 10'^), 
esses mecanismos de defesa sao altamente bem-sucedidos, e carcinomas esporadicos de colon 
ocorrem em taxas muito baixas. Alem disso, o desenvolvimento de cancer de colon e virtual- 
mente assegurado em alguns indivi'duos, como discutido na Seq;ao 7.11 e anteriormente neste 
capi'tulo. Podemos recordar que um alelo mutante da linhagem germinativa do gene supressor de 
tumor APC predispoe um indivi'duo ao desenvolvimento de dezenas, centenas e ate mesmo mi- 
Ihares de polipos de colon - a smdrome da polipose adenomatosa familiar (FAP). 

A primeira etapa no desenvolvimento de quase todos os carcinomas esporddicos de colon 
envolve a inativa^ao do gene APC — precisamente, o mesmo gene berdado de forma mutada 
por indivi'duos que sofrem da smdrome da poXvpose familiar. Agora, no contexto da tumoro- 
genese de multiplas etapas, podemos compreender por que a heran^a de um alelo APC mu¬ 
tante resulta em polipose e cancer de colon; a primeira etapa na progressao de cancer de 
colon, que envolve a inativa 9 ao de uma copia do gene APC, ja ocorreu em todas as celulas 
epiteliais do colon de um individuo que sofre de polipose familiar. Isto e, cada uma das suas 
celulas, incluindo aquelas no colon, e APC*'' em vez de APC*'*. 

Desde que a perda da heterozigosidade e um evento relativamente freqiiente por gera^ao 
celular, centenas, senao milhares, de celulas epiteliais individuais de colon podem perder 
toda a fun^ao de APC relativamente cedo na vida de indivi'duos que sofrem de polipose 
familiar, fazendo isso pelo avan^o para o estado APC''. Cada uma destas celulas negati- 
vas para Ape pode gerar, com uma probabilidade significativa, um polipo adenomatoso; 
tais polipos, uma vez formados, tem uma probabilidade significativa (talvez uma em 
varias centenas) de progredir para um carcinoma. Conseqiientemente, um mecanismo 
comum de suscetibilidade congenita para o cancer envolve uma acelera^ao na progressao 
em multiplas etapas do tumor, uma vez que uma das suas etapas limitantes cn'ticas nao e 
mais dependente de muta 96 es somaticas que ocorrem com pouca freqiiencia (pois ela ja 
ocorreu na linbagem germinativa). 

Os orgaos afetados por tumores esporadicos desenvolvem miiltiplos brotamentos de novos 
tumores, aparentemente independentes - um fenomeno que e chamado de area de canceri- 
za^ao. Esses crescimentos miiltiplos parecem assemelhar-se, ao menos superficialmente, a 
processos de suscetibilidade inata de cancer como o da polipose familiar. De fato, uma linica 
muta^ao (ou multiplas) parece ser compartilhada por esses crescimentos miiltiplos aparente¬ 
mente independentes, mas, nesse caso, a altera^ao genetica compartilhada e um produto de 
um mecanismo de muta^ao somdtica. 


11.5 O desenvolvimento do cancer parece seguir as regras da 
evolu^ao darwiniana 

As observa 96 es sobre o cancer de colon feitas na universidade de Johns Hopkins de- 
monstraram que as mudan^as histopatologicas que ocorrem durante o desenvolvimento 
do tumor sao diretamente relacionadas com as mudan^as geneticas que atingem os geno- 
mas de celulas na mucosa do colon. Mais importante, tornou-se palusi'vel que essas alte- 
ra^oes geneticas estavam causando a evolu^ao fenoti'pica dessas celulas e dos tecidos que 
elas formam. 

Varias observances mostram que o desenvolvimento tumoral pode ser explicado em termos 
de um processo biologico semelhante a evolu^ao darwiniana. Os resultados de analises gene¬ 
ticas da progressao de cancer de colon humano forneceram evidencias adicionais que corro- 
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boram esse modelo. (Enquanto o proprio Darwin nao sabia virtualmente nada sobre genes e 
genetica, “a smtese moderna” da teoria darwiniana introduz genetica mendeliana e popula- 
96 es no processo evolucionario postulado primeiramente por Darwin.) 

No caso do desenvolvimento do cancer, as unidades envolvidas sao celulas individuais que 
competem entre si em uma popula^ao de celulas, em vez de organismos individuais que 
competem entre si dentro de uma especie. Da mesma forma que a descri^ao moderna da 
evolu^ao de Darwin, presume-se que muta^oes aleatorias criem variabilidade genetica em 
uma popula^ao de celulas. Uma vez que uma popula^ao geneticamente heterogenea tenha 
surgido, as formas de sele^ao podem entao favorecer o crescimento excessive de celulas indivi¬ 
duais (e seus descendentes) que foram favorecidas com alelos mutantes conferindo caracterfs- 
ticas vantajosas, notavelmente caracten'sticas que favorecem a prolifera^ao e a sobrevivencia 
dessas celulas no microambiente de um tecido vivo. 


Fazendo-se a combina^ao da teoria darwiniana com a progressao tumoral e multiplas 
etapas, pesquisadores puderam descrever a tumorogenese como uma sucessao de expan- 
soes clonais. Acompanhe o esquema: uma muta^ao aleatoria cria uma celula que possui 
caracten'sticas de crescimento e/ou sobrevivencia particularmente vantajosas. Essa celula 
e seus descendentes entao proliferam mais efetivamente do que suas vizinhas, fmalmente 
gerando uma ampla popula^ao clonal que domina o tecido e desloca vizinhas menos 
favorecidas geneticamente. Mais cedo ou mais tarde, esse clone celular alcan^ara um 
tamanho suficientemente grande (p. ex., 10 '^ celulas) para que uma outra muta^ao van- 
tajosa, que ocorre aleatoriamente com uma probabilidade de cerca de 1 por lO'^gera^oes 
de celulas, possa agora ocorrer plausivelmente em uma ou outra celula dentro dessa po- 
pula^ao clonal (Figura 11.12). 


Figura 11.12 Evolugao darwiniana e 
sucessoes cionais A evoiugao darwiniana 
envolve expansoes de organismos que sao 
favorecidos com genotipos vantajosos e, 
consequentemente, fenotipos; um 
esquema similar parece descrever como a 
progressao tumoral ocorre. Uma celula no 
meio de uma grande populagao de celulas 
sustenta uma mutagao inicial (sefor 
vermelho, topo) que confere uma vantagem 
proliferative e/ou de sobrevivencia 
comparada com as demais celulas que nao 
possuem essa mutagao. Finalmente, os 
descendentes clonais dessa celula mutante 
dominam em uma area localizada 
deslocando as celulas que nao possuem 
tal mutagao, resultando na primeira 
expansao clonal. Quando esse clone se 
expande para um tamanho grande o 
suficiente (p. ex., 10® celulas), a ocorrencia 
de uma segunda mutagao que ocorre com 
uma frequencia de 10'® por geragao de 
celulas pode ocorrer (sefor verde), 
resultando assim em uma celula com duas 
mutagoes que tern mais vantagens de 
proliferagao e/ou sobrevivencia. 0 
processo de expansao clonal entao se 
repete, e a populagao recentemente 
mutada desloca ("tern sucesso’’) as 
previamente mutadas. Isso resulta mais 
uma vez em uma ampla populagao 
descendente, na qual uma terceira 
mutagao ocorre (sefor azul) e assim 
sucessivamente. 


A celula com uma dupla mutagao, que prolifera (ou sobrevive) ate mais eficazmente do que suas 
10 '’ irmas, espalhara um novo subclone que se expandira e finalmente dominara o meio do tecido 
local, ofuscando e possivelmente destruindo a populagao precursora da qual se originou. Depois 
de essa celula duplamente mutada ter atingido um tamanho grande, como antes, uma terceira 
mutagao pode ocorrer, e o processo de expansao clonal e sucessao se repetira. Possivelmente, uma 
seqiiencia de 4 a 6 sucessoes clonais, cada uma ocasionada por uma mutagao especi'fica, hasta para 
explicar como o cancer progride em mvel celular e genetico. 

Sem diivida, esse modelo darwiniano de progressao de cancer e simples. Por exemplo, ele 
deve ser corrigido para responder a descoherta de que alteragoes epigeneticas de genes, espe- 
cificamente, metilagao do promotor (veja a Segao 7.8), tern um papel importante na elimina- 
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fao das atividades dos genes supressores de tumor. (Nesse ponto encontramos a principal 
discordancia entre progressao tumoral e evolu^ao darwiniana, uma vez que altera^oes epige- 
neticas herdaveis, como os eventos de metila^ao do DNA, nunca foram importantes para 
direcionar a evolu^ao de uma especie). 

Esse esquema e simples tambem a outro respeito. Assim, o mimero de etapas distintas na 
progressao tumoral pode ser subestimado pela contagem do mimero de locos geneticos 
que sao alterados durante o processo. Como discutido no Capi'tulo 7, a inativa^ao de um 
gene do supressor do tumor e, quase sempre, um processo de duas etapas. Primeiro, uma 
copia do gene e mutada (ou metilada) e levada a inativa^ao. Depois, a copia do gene 
ainda Intacta e eliminada, geralmente pelo processo de perda de heterozigosidade (LOH). 
Sabendo disso e do fato de que a elimina 9 ao de genes supressores de tumor representam 
a maioria das mudan^as genomicas que ocorrem durante a evolu^ao do tumor, conclul- 
mos que o mimero de altera 96 es distintas que ocorrem durante a progressao tumoral 
pode ser quase duas vezes maior do que o mimero de locos envolvidos no processo. 

Uma vez que a expansao clonal e provocada por uma altera^ao genetica ou epigenetica 
que ocorre pouco (ou pares de altera^oes, no caso de genes supressores de tumor), essas 
expansoes provavelmente podem ser separadas no tempo. Durante o desenvolvimento 
de canceres de colon esporadicos, uma decada ou mais pode separar uma altera^ao gene¬ 
tica cn'tica da proxima, e, em muitos indivi'duos, o processo completo pode cbegar pro¬ 
ximo de um seculo. (Por exemplo, uma das etapas-chave — a evolu^ao de polipo para 
cancer invasivo - foi estimada em levar de 4 a 1 1 anos, dependendo do grau de displasia 
presente no polipo.) Alem disso, e evidente que algumas pessoas desenvolvem carcino¬ 
mas esporadicos de colon em menos tempo e, assim, essa tabela de tempo deve ser com- 
primida nos colons desses indivlduos. 

Praticamente nao conhecemos nada a respeito dos processos que governam a velocidade 
da progressao de tumores na maioria dos tecidos. No caso do cancer de colon, o tipo de 
dieta pode aumentar incrivelmente a taxa na qual os genomas das suas celulas epiteliais 
do colon acumulam muta^oes (Barra lateral 11.4). Tais taxas de muta^oes elevadas po¬ 
dem, por sua vez, comprimir o tempo entre as sucessoes clonais. Talvez nos indivi'duos 
que consomem determinados generos alimenticios, cinco ou menos anos separam as 
sucessivas expansoes clonais, em vez dos 10 a 20 anos usuais. Conseqiientemente, o 
processo da doen^a, que normalmente requer um seculo para alcan^ar o estagio final de 
neoplasia, podera apenas necessitar de 30 ou 40 anos, tempo condizente com a extensao 
de uma vida humana contemporanea. 


Barra lateral 11.4 Quais carcinogenos podem afetar o colon humano? As taxas de canceres 
de colon variam ate 20 vezes entre pai'ses. Essas diferen^as dramaticas sao devidas a diferen- 
9 as ambientais em vez de grans diferentes de suscetibilidade genetica, uma vez que popula- 
^oes que migram de um pais para outro exibem taxas de cancer n'picas do seu novo pais por 
uma gera^ao (p. ex., veja a Figura 2.20). O “meio ambiente”, nesse caso, e, sem dtivida, os 
gtoeros alimenticios na dieta. 

A determina^ao de carcinogenos no colon humano representa um empreendimento de com- 
plexidade assombrosa. Os generos alimenticios que consumimos contem, por estimativa, entre 
5.000 e 10.000 especies bioquimicas que existem naturalmente em plantas e animais. O cozi- 
mento adicional aumenta o mimero dessas especies quimicas. Em adi^ao, as varias centenas de 
especies de bacterias que vivem no colon humano metabolizam os subprodutos do nosso alimen- 
to de maneiras complexas, resultando em aumentos adicionais no mimero de especies quimicas 
que existem no nosso trato gastrintestinal. A complexidade enorme resultante de compostos sig- 
nifica que, no presente, e, provavelmente, em um futuro proximo, nosso entendimento sobre as 
conexoes entre a dieta e a progressao do cancer de colon de mtiltiplas etapas sera derivada em 
grande parte da epidemiologia em vez da analise do conteiido do colon e sens mecanismos de 
a^ao bioquimica e biologica. 
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Figure 11.13 Separador de celulas ativado 
por fluorescencia Celulas podem ser 
marcadas com anticorpos que se ligam a 
antigenos da superficie celular 
apresentados por algumas, mas nao todas, 
as celulas nesta ilustragao; esse anticorpo 
pode ser acoplado a urn corante 
fluorescente, resultando em uma coloragao 
da celula positiva para o antigeno. Centre 
as celulas que estao sendo analisadas, 
algumas expressam o antigeno em niveis 
maiores e assim sao coradas com mais 
intensidade pelo anticorpo {vermelho- 
escuro), enquanto outras sao coradas mais 
fracamente pelo anticorpo (rosa) ou nao 
sao coradas (cinza). Essa mistura de 
celulas, em suspensao, e analisada em 
feixe unico de laser que excita o corante 
(causando a emissao de luz) e uma celula 
fotoeletrica que mede a intensidade da 
emissao de fluorescencia das moleculas de 
corante que marcam cada celula. Essas 
medidas podem entao ser integradas e 
colocadas em graficos de distribuigao de 
sinais, nos quais esse procedimento e 
normalmente denominado de “citometria de 
fluxo" (abaixo). Alternativamente, se o 
procedimento de marcagao nao danificou 
essas celulas, elas poderao ser separadas 
uma das outras com base na intensidade 
de suas fluorescencias (p. ex., por meio do 
uso de urn campo eletrico), que permite 
que as propriedades bioldgicas dessas 
celulas sejam medidas por outros testes 
{direita). Com frequencia, a intensidade de 
marcagao de dois anticorpos diferentes, 
cada urn acoplado a uma marcagao 
fluorescente distinta, permite medidas 
simultaneas das intensidades dos dois 
antigenos diferentes, em que cada caso 
uma convengao grafica diferente e usada, 
como mostrado na Figura 11.14. Medidas 
de intensidade de fluorescencia obtidas 
dessa maneira sao normalmente colocadas 
em escala logaritmica. 
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Determinadas alteragoes dentro de celulas pre-malignas podem conspirar juntamente com 
uma dieta carcinogenica exogena para acelerar o ritmo da progressao de tumor de colon. 
Assim, a mutabilidade aumentada pode ser causada por defeitos na complexa maquinaria 
celular que e dedicada para manter e reparar o DNA celular. Por exemplo, como discutido no 
Capftulo 12, alguns indivi'duos herdam mutagoes que comprometem o funcionamento da 
maquinaria de reparo do DNA celular. Devido a persistencia do DNA defective resultante, 
taxas de mutagao muito aumentadas sao observadas nas suas celulas epiteliais do colon, e isso 
leva, por sua vez, a uma velocidade muito aumentada de formagao de crescimentos pre- 
malignos e malignos no colon — a smdrome do cancer de colon hereditario nao-poliposo 
(HNPCC). Ainda mais comum, entretanto, os defeitos nos componentes do aparato de 
reparo de DNA resultam de mutagoes somaticas (ou metilagao do promotor) que ocorrem 
cedo na progressao de tumor; a debilidade resultante do aparato de reparo e a mutabilidade 
aumentada do genoma garantem que etapas de mutagao subseqiientes na progressao do can¬ 
cer de colon ocorrerao relativamente rapido. Esses fatores multiplos que influenciam a for¬ 
magao do carcinoma de colon atrapalham as tentativas de predizer as sucessoes clonais pelo 
modelo darwiniano de progressao do tumor. 
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11.6 Celulas-tronco tumorais complicam ainda mais os modelos 
darwinianos de sucessao clond e progressao de tumor 

O modelo de sucessao clonal propoe que uma celula mutante espalha varios descendentes e 
que entre esses numerosos descendentes um novo evento de mutagao acionara uma onda de 
expansao clonal (veja a Figura 11.12). Entretanto, alguns experimentos tern questionando a 
ideia de que todas as celulas dentro do clone celular pre-neoplasico (ou neoplasico) sao bio- 
logicamente equivalentes e, por isso, igualmente capazes de se tornar ancentrais de um novo 
clone sucessor de celulas. Nesses experimentos, as celulas cancerosas dentro de um tumor 
humano sao separadas em subclasses distintas. Essas separagoes tomam vantagem das protel- 
nas da superficie celular apresentadas por diferentes subpopulagoes. Em particular, a tecnica 
de separagao de celulas ativada por fluorescencia (FACS) foi usada para separar celulas cance¬ 
rosas vivas depois de marca-las (via suas protelnas de superficie) com anticorpos marcados 
com corantes fluorescentes (Figura 11.13). As celulas separadas por esse procedimento po¬ 
dem ser recuperadas na forma viavel e utilizadas em experimentos biologicos, incluindo tes¬ 
tes in vivo sobre a sua babilidade em espalhar tumores apos a injegao em camundongos 
hospedeiros imunocomprometidos. 
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O uso da tecnica de FACS inicialmente possibilitou aos pesquisadores segregar populagoes de 
celulas de leucemia mielogenosa aguda (AML) em popula^oes majoritarias e minoritarias; em um 
desses experimentos, as minoritarias representaram menos de 1% das celulas neoplasicas da massa 
tumoral. Apenas em torno de 5 mil celulas da subpopulagao minoritaria foram capazes de produzir 
novos tumores apos injegao em camundongos hospedeiros e, por isso, foram consideradas “tumo- 
rogenicas”; em contrapartida, mais de 500 mil celulas AML da subpopulagao majoritaria eram 
incapazes de disseminar um tumor. E importante salientar que essas celulas na subpopulagao 
majoritaria exibiram caracteristicas semelhantes aos granulocitos diferenciados ou monocitos, e 
que elas tinham habilidade limitada de proliferagao. Tais observagoes forneceram evidencias con- 
vincentes de que os tumores AML eram compostos por pequenas populagoes de celulas tumoro- 
genicas auto-renovaveis e grandes populagoes de celulas mais diferenciadas que tinham pouca, se 
alguma, capacidade de proliferar in vitro. 

Experimentos posteriores estenderam esses resultados para celulas de cancer de mama humano 
preparadas diretamente do tumor. Nesses ultimos experimentos, a populagao minoritaria de celu¬ 
las tumorogenicas dentro de um tumor representou apenas cerca de 2% de toda a populagao de 
celulas neoplasicas. Varias centenas dessas celulas minoritarias semearam um novo tumor quando 
injetadas em um camundongo hospedeiro, enquanto 20 mil celulas da populagao de celulas ma- 
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Figura 11.14 Enrlquecimento de celulas-tronco de cancer de mama 
(A) Celulas metastaticas de carcinoma de mama humano foram 
separadas de celulas nao-cancerosas (estromais) e separadas umas 
das outras em um separador de celulas ativado por fluorescencia 
(FACs; veja a Figura 11.13). A expressao de dols antigenos de 
superficie celular distintos - CD24 e CD44 - fol medida 
simultaneamente, cada uma sendo detectada por um anticorpo 
monoclonal especiflco acoplado a um corante fluorescente distinto. 

A Intensidade da coloragao fol colocada em um grafico em escala 
logarttimica em cada eixo. Cada ponto preto no grafico representa a 
detecgao de uma linlca celula. Neste experlmento, 12% de uma 
subpopulagao de celulas que expressaram pequenas quantidades 
de antigeno CD24 e alias de CD44 (ca/xa verde) foram separadas de 
celulas (Tl-P) que mostraram alta expressao de CD24 e alta de 


CD44 {colchete azul). (As celulas na populagao minoritaria de 12% 
foram enriquecldas pela escolha daquelas celulas que expressaram 
0 antigeno de superficie epitellal [ESA], que resultou na elimlnagao 
de celulas contamlnantes que nao expressavam esse antigeno.) (B) 
Aproximadamente 200 das celulas resultantes enriquecldas 
CD24'^®“° CD44®'*° ESA+ foram habels em formar tumores apos 
serem Injetadas em camundongos Imunocomprometidos NCD/SCID 
(CD24‘’®™, abaixo), enquanto 20 mil celulas CD24®'*° CD44®'*° 
falharam em faze-lo (CD24®'t°, acima). A Imagem superior mostra um 
code pelo local subcutaneo da Implantagao da celula, na qual a pele 
relativamente normal e a parede muscular subjacente estao 
aparentes; a Imagem inferior mostra um code pelo tumor formado. 
(De M. Al-Flaji, M.S. Wicha, A. Benito-Flernandez et al., Proc. Natl. 
Acad. Sc/. USA 100: 3983-3988, 2003.) 
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Figura 11.15 - Enriquecimento de celulas- 
tronco de tumor de oerebro Celulas-tronco 
de tumor cerebral podem ser detectadas 
por sua expressao de CD133, urn antigeno 
da superficie de celulas-tronco de uma 
celula neural. (A) Nesta secgao de urn 
meduloblastoma corada por 
Imunofluorescencia (urn tumor de celulas 
cerebelares), celulas tumorals expressando 
altos niveis de CD133 {vermelho-escuro) se 
encontram entre outras celulas tumorals 
que apresentaram baixos niveis de 
expressao de CD133. Os nucleos celulares 
estao corados em azul. (B) Populagoes de 
celulas de meduloblastoma humano foram 
separadas por FACS (Figura 11.13) 
segundo a expressao mals alta ou mals 
balxa de GDI 33 (niveis aumentados a 
direita ao longo da abscissa). 0 numero de 
celulas cancerosas (ordenada) 
expressando baixos niveis de GDI 33 (p/co 
da esquerda) representam 80 a 85% desse 
tumor, enquanto as celulas que expressam 
altos niveis de GDI 33 constituem uma 
minoria (p/co da direita). (Note que a 
intensidade de marcagao esta 
representada em escala logarltmica no eixo 
da abscissa.) (C) Celulas CD133‘’'*™ do 
pico esquerdo mostraram limitada 
habilidade proliferativa quando em culture 
em suspensao (painei esquerdo) e, em 
alguns experimentos, 10® destas celulas 
falharam em desenvolver tumor em 
camundongos hospedeiros. Em contraste, 
celulas GDI 33®'*° do pico direito formaram 
varies colonias em cultures em suspensao 
(painei direito), e a injegao de urn pouco 
menos de 10^ (mals tipicamente 10^ 
celulas) destas celulas em urn 
camundongo hospedeiro 
imunocomprometido resultou na formagao 
de urn tumor (nao-mostrado). (De S.K. 
Singh, I.D. Clarke, M. Terasaki et al.. Cancer 
Res. 63 :5821-5828, 2003.) 
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joritarias falharam em realizar isso (Figura 11.14). De forma importante, a maioria e a minoria das 
subpopulagoes de celulas do cancer de mama conrinham cdulas em proporgoes equivalentes no 
ciclo de crescimento ativo, e ambas subpopulagoes foram separadas das celulas nao-malignas (como 
as celulas do estroma) que estavam presentes nas massas tumorals originals. 

Os tumores que fmalmente se desenvolveram apos a injegao de celulas em minoria novamente 
eram compostos por populagoes de celulas minoritarias e majoritarias que apresentavam, como 
antes, vastas diferengas na sua habilidade de disseminar novos tumores, isto e, na sua tumorenici- 
dade. Resultados semelhantes tern sido obtidos com celulas de cancer de cerebro (Figura 11.15). 


Juntos, esses experimentos indicam que as populagoes de celulas neoplasicas em canceres de 
mama e cerebro, e com alguma probabilidade, tumores solidos de varies outros orgaos, sao 
organizadas de forma muito semelhante a organizagao histologica dos tecidos epiteliais nor¬ 
mals, nos quais relativamente poucos grupos de celulas-tronco auto-renovaveis sao capazes 
de espalhar grandes mimeros de celulas descendentes que tern apenas um potencial prolifera- 
tivo limitado in vivo. Em cada um desses experimentos aqui discutidos (Figuras 11.14 e 
11.15), as celulas tumorogenicas minoritarias expressaram um padrao de marcadores antige- 
nicos em sua superficie que era distinto daquele exibido por celulas nas populagoes majorita¬ 
rias, indicando que os dois grupos de celulas estavam em estados diferentes de diferenciagao. 


Como discutido na Segao 8.11, em muitos tecidos normals, celulas-tronco sao menos dife- 
renciadas, e suas descendentes nao-tronco normalmente entram em um estado de diferencia¬ 
gao aumentado. Alem disso, celulas-tronco parecem ter essencialmente habilidades ilimita- 
das de proliferagao e, como parte da sua progenie permanece como celulas-tronco, elas sao 
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Figura 11.16 Celulas-tronco e sua progenie (A) A organizagao mais simples do 
comportamento das celulas-tronco envolve uma divisao assimetrica das celulas 
(azu/), na qual uma das celulas-filhas se torna uma celula-tronco como sua mae, 
enquanto a outra filha {vermelha) se diferencia e perde a capacidade de se dividir 
novamente. Esse comportamento pode ser explicado nos dois graficos 
apresentados aqui. (B) Em muitos tecidos, urn esquema mais complexo parece 
funcionar. Como no painel A, uma das filhas de uma celula-tronco em divisao se 
torna uma celula-tronco. A outra se torna uma “celula amplificadora de transigao" 
(as vezes chamada de "celula progenitora”; cinza), a qual esta comprometida a 
entrar em uma via de diferenciagao, mas ainda nao participa da diferenciagao de 
estagio final. Em vez disso, essa celula e sua progenie sofrem uma serie de 
divisoes celulares simetricas antes que suas descendentes finalmente entrem em 
urn estado totalmente diferenciado (vermelho). 


chamadas de “auto-renovadoras”. Em contrapardda, a progenie mais diferenciada de uma 
celula-tronco freqiientemente entra em um estado pos-mitotico, do qual elas nunca sairao 
para entrar novamente em um ciclo ativo de crescimento e divisao (Figura 11.16). 

Entao e tentador pensar que a mesma organizagao do comportamento celular opere nesses 
tumores humanos, mas evidencias defmitivas de tal relacionamento ainda nao existem. Alem 
disso, as cdulas cancerosas nas populagoes majoritarias se comportam muito como as cdulas 
amplificadoras em transito, tambem chamadas de celulas progenitoras (veja a Figura 11.16), 
que estao presentes em varios tecidos normais e representam intermediarios entre celulas- 
tronco e suas descendentes totalmente diferenciadas (Barra lateral 11.5). 
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Os resultados desses miimeros expenmentos lorgaram-nos a reconsiderar como a progressao tu¬ 
moral de multiplas etapas ocorre. Em um esquema revisado, os ancestrais de cada populagao 
sucessora nova estao esquematizados a partir de uma pequena minoria da populagao de celulas 
cancerosas predecessoras — celulas-tronco cancerosas tumorogmicas - em vez de a partir de uma 
populagao maior de celulas neoplasicas amplificadoras em transito. Isso significa que as mutagoes 
que ocorrem em populagoes de celulas-tronco cancerosas (Figura 11.17) podem ser transmitidas 
as celulas descendentes na populagao, enquanto mutagoes que ocorrem na celulas (muito mais 
numerosas) nao-tumorogenicas amplificadoras em transito nao podem, pois estas celulas tern 
apenas um potencial limitado de proliferagao. Conseqiientemente, a evolugao genetica que asso- 
ciamos com a progressao tumoral de multiplas etapas pode ocorrer em subpopulagoes relativa- 
mente pequenas de celulas do cancer - a minoria das celulas-tronco tumorais. 


(Esse comportamento e muito semelhante ao comportamento de mutagoes da linhagem germi- 
nativa versus as mutagoes somaticas em metazoarios. As mutagoes da linhagem germinativa po¬ 
dem, em princi'pio, ser transmitidas a um ilimitado mimero de celulas germinativas e celulas 
somaticas em geragoes subseqiientes do organismo, enquanto as mutagoes somaticas nao podem, 
pois ocorrem em celulas que deixam apenas um numero limitado de descendentes, os quais desa- 
parecem a qualquer momento quando um organismo individual morre. Seguindo essa analogia, 
as celulas-tronco de canceres representam a “linhagem germinativa” de um tumor.) 


Barra lateral 11.5 Cdulas de amplificadoras em transito permitem que 
um pequeno numero de cdulas-tronco gerem grandes mimeros de uma 
progenie diferenciada O esquema mais simples para organizar um tecido 
que esta em conrinua regeneragao requer que uma filha de uma celula- 
tronco recentemente formada retenha o fenotipo da celula-tronco da mae, 
enquanto a outra filha imediatamente prossegue para um estado pos-mito- 
tico altamente diferenciado, ou seja, torna-se uma celula que nunca mais se 
dividira (Figura 11.16A). Na realidade, um esquema um pouco mais com¬ 
plexo parece operar na maioria dos tecidos (Figura 11.16B). Como antes, 
uma celula-filha retem o fenotipo de celula-tronco da mae, enquanto a 
outra se torna progenitora de um grande grupo de cdulas pos-mitoticas 
diferenciadas. Esta segunda celula-filha pode fazer isso porque ela e sua 


progenie imediata - as celulas amplificadoras em transito - desenca- 
deiam um programa de crescimento exponencial por um pen'odo limi¬ 
tado antes que as celulas descendentes se diferenciem e se tornem pos- 
mitoticas. Conseqiientemente, essa simples celula-filha pode gerar du- 
zias, se nao centenas, de uma progenie diferenciada. Isso significa que 
(1) as celulas-tronco necessitam se dividir apenas uma vez para gerar 
um grande numero de descendentes diferenciados; (2) a celula-tronco 
pode assim se dividir apenas periodicamente em vez de continuamente, 
mesmo em um tecido no qual celulas diferenciadas estao continuamente 
sendo perdidas e recolocadas; e (3) a grande maioria das divisoes celula¬ 
res em um tecido pode ser atribuida as celulas amplificadoras em tran¬ 
sito que estao crescendo exponencialmente. 







420 / CapITULO 11 TUMOROGfiNESE DE MuLTlPLAS EtAPAS 


Figura 11.17 Celulas-tronco cancerosas e 
sucessao clonal A existencia de celulas- 
tronco cancerosas tern Importantes 
Implicagoes de como a progressao tumoral 
e a sucessao clonal ocorrem. No esquema 
apresentado aqui, celulas menos 
diferenciadas (i. e., celulas-tronco 
cancerosas) podem se diferenclar para 
celulas ampllficadoras em transito, mas o 
processo reverse (a de-diferenclagao de 
celulas ampllficadoras em transito para 
celulas-tronco cancerosas) nao ocorre. 

Alem disso, as celulas-tronco cancerosas 
representam a mlnorla de celulas 
neoplasicas em masses tumorais, 
enquanto as celulas ampllficadoras em 
transito representam a malorla das celulas 
neoplasicas. Entao, mutagoes que ocorrem 
no genoma de celulas-tronco tumorais 
podem ser transmitidas para as celulas- 
tronco descendentes, que podem entao 
desencadear novas sucessoes clonais (veja 
a Figura 11.12). De forma contraria, 
mutagoes que ocorrem no genoma de 
celulas ampllficadoras em transito nao 
podem ser transmitidas adiante, pois estas 
celulas tern apenas uma habilidade 
replicativa limitada. (Uma excegao neste 
esquema pode ocorrer se a mutagao 
ocorrida na celula amplificadora em transito 
a converte em uma celula-tronco.) 
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O cenario revisado tambem tern implicagoes nos mecanismos mutacionais que impul- 
sionam a progressao de tumores. Durante a formagao de alguns tumores, como o cancer 
de mama analisado na Figura 11.14, as mutagoes responsaveis por iniciar novos ciclos de 
sucessao clonal devem acontecer em populagoes celulares na ordem de dezenas de milha- 
res em vez de milhoes, e as taxas de mutagao (i. e., o mimero de mutagoes ocorridas por 
divisao celular) requeridas para desencadear essa sucessao clonal devem ser muito mais 
elevadas do que havfamos previsto. Em outros tumores, entretanto, em que a proporgao 
de celulas-tronco cancerosas e muito mais alta (veja a Figura 11.15), o tamanho da po- 
pulagao-alvo seria muito maior, necessitando de uma menor taxa de mutagao para que a 
progressao tumoral proceda. 


11.7 Um trajeto linear de sucessao clonal simplifica a realidade 
do cancer 

Os dois esquemas de sucessao clonal propostos ate agora (Figuras 11.12 e 11.17) suge- 
rem que todas as cdulas dentro de uma massa tumoral que participam de uma expansao 
clonal determinada sao geneticamente identicas entre si e que a formagao de um tumor 
ocorre como conseqiiencia de uma serie linear dessas sucessoes clonais. De acordo com 
esses esquemas, se fossemos analisar as celulas dentro de uma massa celular pre-maligna 
ou maligna, quase sempre observan'amos que um unico clone geneticamente homoge- 
neo de celulas domina nessa massa, uma vez ele cresceria muito e deslocaria o clone de 
celulas precedentes das quais ele se originou. (Note que as cdulas-tronco e as celulas 
ampllficadoras em transito dentro de uma populagao clonal sao geneticamente identicas 
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entre si e diferem entre si apenas fenotipicamente, tendo programas de expressao de 
genes distintos.) 

Entretanto, o atual curso da progressao tumoral e complicado por outros fatores que deve- 
mos levar em consideragao: na medida em que a progressao tumoral avan^a, os genomas de 
tumores freqiientemente se tornam muito mais instaveis, e as taxas nas quais as mutagoes sao 
adquiridas durante cada geragao de celulas decolam. A taxa de alteragoes geneticas e a diver- 
sificagao genetica resultante logo alcangam a taxa na qual a selegao darwiniana (e a elimina- 
gao de subclones de celulas menos adequadas) pode ocorrer. Como conseqiiencia, em vez de 
parecer uma serie linear de sucessoes clonais, a progressao tumoral atual em varias massas 
tumorais se assemelha ao esquema altamente ramificado mostrado na Figura 11.18, no qual 
o mimero de subclones geneticamente distintos de celulas coexiste dentro de uma linica 
massa tumoral. 

Demonstragoes da diversificagao genetica de celulas dentro de massas tumorais podem ser 
obtidas rastreando-se o estado de um linico gene de interesse dentro de varias celulas de um 
tumor primario. Um exemplo claro (e extreme) de tais diversificagoes e mostrado na Figura 
11.19, que apresenta uma analise — acompanhada pela tecnica de FISH (hibridizagao fluo- 
rescente in situ) - para determinar o mimero de copias dos Cromossomos 11 e 17 em celulas 
individuals dentro de um carcinoma de mama humane. Aparentemente, dentro dessa massa 
tumoral linica, o mimero de copias desses cromossomos varia enormemente de uma celula 
para outra. Tal variabilidade implica que os genomas das celulas tumorais sendo analisados 
sao bastante plasticos e estao continuamente mudando o numero de copias do gene CCNDl 
que eles carregam, fazendo isso de forma aleatoria e a uma taxa que excede muito a habilida- 
de de selegao (darwiniana) para eliminar menos variantes adequadas. 

Analises como essas apenas “arranham” a superficie da diversidade genetica que se acumula a 
medida que as celulas cancerosas progridem para estados de crescimento ainda mais malig- 
nos. Uma outra medida mais sistematica dessa ampla diversificagao genetica veio a partir de 
analises de seqiiencia de segmentos de DNA escolhidos aleatoriamente presences nos geno¬ 
mas de uma serie de 58 carcinomas humanos. (Analises de cada segmento de DNA depende- 
ram do uso da reagao em cadeia da polimerase, ou PCR, que permitiu sua amplificagao 
seletiva antes de determinar sua seqiiencia nucleoti'dica.) Extrapolando a partir de um niime- 
ro relativamente pequeno de segmentos analisados, pesquisadores estimaram que no minimo 
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Figura 11.18 Diversificagao cionai pelas 
aitas taxas de mutagao Na medida em que 
a progressao tumoral precede, os genomas 
de populagoes de celulas tumorais 
frequentemente se tornam bastante 
instaveis. Quando isso ocorre, a taxa de 
geragao de novos alelos mutantes pode 
exceder a taxa na qual a selegao 
darwiniana elimina os clones menos 
adequados. Consequentemente, a massa 
tumoral torna-se composta por um grande 
numero de setores distintos, cada qual 
dominado por um subclone geneticamente 
distinto. Neste diagrama, apenas as 
populagoes de celulas-tronco tumorais 
estao representadas, enquanto as flechas 
apontando para fora (ou para baixo) 
indicam a produgao de um grande numero 
maior de celulas neoplasicas 
amplificadoras em transito (nao-mostrado). 
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Figura 11.19 A diversidade genetioa dentro 
de uma populagao de celulas tumorais Em 
tumores de alto grau (i. e., alia 
malignidade), os numeros de 
cromossomos frequentemente flutuam 
bastante de uma celula para outra, 
indicando uma grande heterogeneidade 
genetica dentro do tumor. Nesta imagem, o 
numero de copias dos Cromossomos 11 
(verde) e 17 (rosa) foi revelado por 
hibridagao fluorescente in situ (FISH) em 
celulas de efusao pleural presentes em 
paclente com carcinoma de pulmao de 
celulas nao-pequenas. Em adigao as 
flutuagoes no numero de cromossomos, 
nucleos gigantes altamente pollpibldes 
estavam aparentes. (Cortesla de M. Flegl.) 



lO'* alteragoes de seqiiencias, incluindo muitas alteragoes de um linico nucleorideo, estavam 
presentes no genoma de cada um desses tumores esporadicos. Um numero similar de modi- 
ficagoes foi encontrado nos genomas de 11 adenomas esporadicos. Esta ultima observagao 
indica que a ampla desestabilizagao do genoma e a extensa diversificagao genetica ja ocorre- 
ram bastante cedo no processo de progressao tumoral em multiplas etapas. 


O uso de tecnicas de hibridagao genomica comparativa (CGH; Figura 11.20) revela uma 
dimensao adicional de instabilidade genetica. CGH e utilizada para medir aumentos e dimi- 


Flgura 11.20 Hibridagao genomica 
comparativa CGH permite que um 
Investigador determine se o genoma de 
uma celula tumoral contem segmentos que 
estao presentes em maior ou menor 
numero de cbplas com relagao as que 
existem no genoma diplolde normal. Como 
mostrado aqui, fragmentos de DNA normal 
(vermeiho) e de DNA tumoral [verde), cada 
um marcado por moleculas de corante 
distintas coloridas, podem ser hibridizados a 
segmentos de DNA provenientes de regloes 
definidas de cromossomos pelo genoma de 
celulas normals. Aqueles segmentos 
cromossomais que anelam apenas com DNA 
normal sao marcados em vermeiho, 

Indicando que o DNA correspondente esta 
faltando no DNA tumoral. Ao contrario, 
aqueles segmentos que sao marcados em 
verde IndIcam que um elevado numero de 
cbplas do segmento (p. ex., como uma 
consequente ampllficagao genica) esta 
presente no DNA tumoral. Os segmentos de 
DNA que estao presentes em igual numero 
no DNA normal e tumoral serao registrados 
em amarelo. (Cortesla de J.W. Gray.) 
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nuifoes no niimero de copias de varios segmentos de DNA cromossomais em genomas de 
celulas tumorais e gera uma pletora de dados geneticos (Figura 11.21). Algumas dessas flutu- 
afoes alteram a dosagem de genes-chave indutores de tumor e supressores de tumor e, com 
isso, afetam a prolifera^ao de subclones de celulas neoplasicas dentro de tumores. O mimero 
de mudan^as no numero de copias de segmentos cromossomais excede muito o mimero de 
sucessoes clonais ocorridas durante a progressao tumoral, mostrando, mais uma vez, a rique- 
za da diversifica^ao genetica presente em uma linica massa tumoral. 

As conseqiiencias dessa heterogeneidade genetica acumulada provavelmente serao manifesta- 
das em dois mVeis. Dentro de uma determinada massa tumoral, diferentes subclones carrega- 
rao grupos distintos de altera^oes geneticas, como mostrado na Figura 11.18. Essa heteroge¬ 
neidade tambem afeta compara^oes entre tumores do mesmo tipo que surgem em pacientes 
diferentes. Os genotipos desses tumores (p. ex., carcinomas de colon no mesmo estagio his- 
topatologico de progressao tumoral que surgem em 20 pacientes diferentes) sao provavel¬ 
mente marcados de formas diferentes entre si. 


11.8 O modelo darwiniano de desenvolvimento do tumor e 
diflcil de ser validado experimentalmente 

Enquanto o modelo darwiniano de desenvolvimento tumoral, como descrito esquematicamente 
nas Figuras 11.12, 11.17 e 11.18, e atraente no conceito, ele continua um pouco mais do que uma 
constru^ao teorica. Os resultados desse modelo sao, sem diivida, verdadeiros, mas seus detalhes 
sao muito difiiceis de serem validados por uma serie de razoes. Para come^ar, uma valida 9 ao con- 
vincente do modelo darwiniano necessitaria de uma identifica^ao das altera^oes-chave geneticas 
ou epigeneticas dos genomas celulares que sao responsaveis por cada expansao clonal e, assim, por 
cada etapa da tumorogenese de miiltiplas etapas. Entretanto, o vasto numero dessas alteraqoes 
acumuladas nos genomas dos tumores (Se^ao 11.7) excede muito o numero de sucessoes clonais 
que dirigem a progressao tumoral. Conseqiientemente, analises de seqiiencias dos genomas de 
celulas em diferentes estagios da progressao tumoral provavelmente nao convergem nas alteraqoes 
geneticas cn'ticas que sao responsaveis por varias sucessoes clonais. 


Figura 11.21 Analise por CGFI do genoma 
de um cancer de mama 0 DNA genomico 
de um cancer de mama humano ER+ 
(positivo para receptor de estrogenic), PR+ 
(positivo para receptor de progesterone), 
N6dulo+, (linfonodos contendo ceiulas 
cancerosas metastaticas), estagio 4 
(avangado) foi analisado aqui utilizando a 
anaiise de hibridizagao genomica 
comparative (Figura 11.20). Todos os 22 
autossomos humanos foram representados 
por sondas, comegando a partir do 
Cromossomo 1 {esquerda) ate o 
Cromossomo 22 (direita), cada um sendo 
coiocado em uma das areas deiineadas 
pelas iinhas verticais. 0 grau de 
amplificagao ou delegao e indicado pelas 
Iinhas a partir do numero normal de copias, 
que e indicado na ordenada por “0”, uma 
vez que os dados sao colocados de forma 
logaritmica, com as amplificagoes 
indicadas acima da linha e as delegoes 
abaixo da linha. Por exempio, observou-se 
que um segmento do Cromossomo 8 
estava presente neste tumor, em um 
numero de copias que e maior do que 2 
unidades logaritmicas naturals (i. e., um 
fator > e^). Essa analise nao consegue 
resolver entre aqueles segmentos cujo 
numero alterado de copias tiveram um 
papel critico no desenvolvimento tumoral e 
outros segmentos cujo numero alterado de 
copias reflete a ampla instabilidade 
cromossomal que sabidamente opera em 
varios tumores humanos avangados. Essa 
analise indica instabilidade genomica 
extrema e a diversificagao genetica 
resultants de subclones de celulas 
cancerosas dentro desse tumor. (Cortesia 
de J.W. Gray.) 


Tais analises de seqtiencia sao encarregadas por um outro problema: como ja sabemos, a 
inativagao de genes-chave supressores de tumor e causada freqiientemente pelo processo epi- 
genetico de silenciamento do gene via metilagao do promotor (Segao 7.8). Os genes funcio- 
nalmente inativados dessa maneira aparecerao como alelo do tipo selvagem no seqiiencia- 
mento de DNA, e seu silenciamento pode ser determinado somente por analises do estado de 
metilagao de seus promotores ou por busca de seus transcritos dentro de celulas tumorais. Os 
liltimos cenarios, freqiientemente chamados de genomica fiincional, tambem podem nao ser 
particularmente uteis, uma vez que provavelmente eles nao distinguem entre o silenciamento 
genico que e uma conseqiiencia do programa normal de diferenciagao e o silenciamento 
genico que resulta do processo patologico de metilagao do promotor. 


Uma visao clara desse modelo darwiniano tambem exige algum conhecimento da cinetica de 
cada etapa da progressao tumoral de miiltiplas etapas — isto e, de quanto tempo cada etapa 
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Barra lateral 11.6 A epidemiologia do 
cancer de pulmao proporciona um in- 
di'cio para a etapa final na progressao 
de tumor de multiplas etapas As cineti- 
cas com as quais etapas individuals da 
progressao do cancer ocorrem sao extre- 
mamente diflceis de medir. Entretanto, 
um aspecto peculiar da epidemiologia do 
cancer de pulmao nos proporciona uma 
medida da etapa final da progressao de 
um tumor. Quando um fumante de 
muito tempo deixa de fumar, a taxa na 
qual ele contrai cancer de pulmao per- 
manece relativamente constante por ano 
para cada ano do seu tempo de vida res- 
tante. Esse fato sugere que todas as eta¬ 
pas na progressao de um tumor que le- 
vam a cancer de pulmao, exceto a ulti¬ 
ma etapa, ja ocorreram nos pulmoes do 
fumante quando ele parou de fumar. A 
ultima etapa necessaria, que nao pode 
ser desencadeada diretamente pelo fumo, 
entao ocorre com uma probabilidade 
constante por unidade de tempo pelo 
resto de sua vida. Uma vez que essa eta¬ 
pa final limitante ocorre, a forma^ao de 
um tumor clinicamente detectavel pare- 
ce ocorrer rapidamente. Infelizmente, a 
natureza biologica e a genetica dessa ul¬ 
tima etapa permanecem obscuras. 


necessita. Algumas dessas etapas, como a muta^ao pontual que ativa os oncogenes ras, podem 
ocorrer em uma freqiiencia de 10 '*^ a 10 '^ gera^oes de celulas, enquanto outras etapas crfticas, 
como a perda de heterozigosidade (LOH), parecem ocorrer com freqiiencia de 100 a 1.000 
vezes mais alta. Ainda nao conhecemos a freqiiencia por gera^ao de celulas de outros eventos 
criticos, incluindo metila^ao de promotores, amplifica^ao genica, dele^ao genica e perda de 
cromossomos inteiros. Ainda, algumas etapas da progressao tumoral podem ocorrer tao rapi¬ 
damente (comparadas com outras) que elas nunca serao registradas como etapas “limitan- 
tes”, ou seja, etapas que seguram a marcha da progressao tumoral. 

Alguns desses processos podem ser influenciados pelo ambiente mutagenico da celula ou, no 
caso de instabilidade cromossomal, podem ocorrer ocasionalmente durante a escassa janela 
de tempo para a progressao tumoral (Se 9 ao 10.11). Entao existe um outro alvo; como men- 
cionado antes, genomas de celulas tumorais freqiientemente se tornam mutaveis a medida 
que a progressao tumoral avan 9 a por causa da degrada 9 ao de um ou outro componente do 
aparato de reparo do DNA. 

Com raras exce 96 es (veja a Barra lateral 11.6), esses fatores tornaram quase impossivel medir 
a cinetica das etapas individuais da progressao tumoral; isso, por sua vez, torna uma enume- 
ra 9 ao de todos as etapas individuais virtualmente impossivel. Quando unidas, essas conside- 
ra 96 es indicam que ainda estamos longe de sermos capazes de entender com alguma precisao 
como qualquer tumor humano surge. 


11.9 Multiplas linhas de evidencias revelam que cdulas normais 
sao resistentes a transforma^ao por um linico gene mutado 

As dificuldades em catalogar as etapas cruciais na progressao tumoral, como enumeradas 
anteriormente, indicam que nao podemos confiar nas observa 96 es de tumores que surgem 
naturalmente como a linica fonte de nosso conhecimento sobre a biologia da carcinogenese. 
Li 96 es muito mais defmitivas sobre o desenvolvimento do cancer podem ser bem-estudadas pela 
interven 9 ao ativa no processo de tumorogenese, isto e, pela sua reconstru 9 ao em detalhes no 
laboratorio. Em particular, a introdu 9 ao de altera 96 es geneticas bem-defmidas em celulas ante¬ 
riormente normais (i. e., tipo selvagem) oferece o prospecto elucidative precise de como mudan- 
9 as especlficas no genotipo colaboram para criar um fenotipo de celula cancerosa. 

As raizes dessa estrategia experimental podem ser tra 9 adas de volta para os experimentos de 
Temin (Se 9 ao 3.2) - e, mais tarde, para aqueles de outros pesquisadores -, nos quais celulas 
de galinhas e de mamlferos propagadas em cultura eram expostas a varies oncogenes por 
meio da infec 9 ao de virus tumorogenicos. Subseqiientemente, experimentos parecidos explo- 
raram a tecnica de transfec 9 ao de DNA para a introdu 9 ao de oncogenes em celulas em cultu¬ 
ra (Se 9 ao 4.2). Em todos esses experimentos, a transforma 9 ao com sucesso foi medida pela 
aparencia do foco de celulas morfologicamente transformadas em garrafas de cultura. Testes 
adicionais de crescimento independente de ancoramento e a habilidade de format tumores 
em animals hospedeiros adequados forneceram uma valida 9 ao adicional para o estado trans- 
formado de tais celulas modificadas geneticamente. 

Alguns desses experimentos pareceram indicar que as regras geneticas que governam a trans- 
forma 9 ao de celulas de mamlferos sao, na verdade, extremamente simples. Lembre, por exem- 
plo, o experimento em que um mutante, o oncogene W-ras ativado de um carcinoma de 
bexiga humano, foi introduzido via transfec 9 ao em fibroblastos NIH 3T3 de camundongos 
normais. Uma vez adquirido o oncogene mutante ras, essas celulas se tornaram totalmente 
transformadas, ate o ponto em que eram capazes de semear tumores em camundongos hos¬ 
pedeiros apropriados (Capltulo 4). 

Esse comportamento das celulas NIH 3T3 transformadas com ras indicou que os requeri- 
mentos para transforma-las eram mlnimos. Uma simples altera 9 ao genetica delas - a aquisi- 
9 ao de um oncogene ras - bastava para converte-las em um estado tumorogenico transforma- 





A TRANSF0RMA(A0 celular requer mOltiplos genes / 425 


do. Alem disso, a muta^ao que originalmente criou o oncogene ras era uma simples muta 9 ao 
pontual. Isso sugeriu que uma muta^ao pontual que afeta uma das celulas NIH 3T3 com 
proto-oncogenes W-ras nativos geraria resultados identicos - total transforma^ao para um 
estado neoplasico. Em outras palavras, uma muta^ao pontual e capaz de converter uma celu- 
la normal em uma celula tumoral. 

Sabemos, de discussoes anteriores sobre a genetica celular de tumores humanos, que essa 
conclusao esta errada. Uma simples muta^ao pontual - na verdade um evento linico de mu- 
ta^ao de qualquer tipo — nao pode, por si so, gerar uma celula cancerosa a partir de uma 
celula normal preexistente. Podemos verificar esse fato a partir de um calculo simples. Dada 
a taxa na qual muta^oes pontuais especfficas ocorrem aleatoriamente no genoma humano e o 
numero de celulas do corpo humano (> 3 x 10'^), foi estimado que varios milhares de 
oncogenes W-ras novos mutados sao criados todos os dias no corpo humano e que o 
numero total de celulas do corpo que carregam oncogenes ras deva ser em torno de 
milhoes. Claramente, os seres humanos nao sao acometidos com um numero compara- 
vel de novos tumores diariamente. 

Algo de muito errado ocorreu, ou nesses calculos ou nos experimentos de transfec^ao que 
usamo para medir a complexidade genetica do processo de transforma 9 ao. O local natural 
para procurar por problemas e no desenho do experimento usado para informar nosso pen- 
samento, especificamente nas celulas que foram usadas no ensaio de transforma 9 ao. As celu¬ 
las NIH 3T3 nao podem ser consideradas celulas normals, uma vez que constituem uma 
linhagem de celulas — uma popula^ao de celulas que foi adaptada para crescer em cultura e 
que podem ser propagadas indefmidamente (Capitulo 10). Isso implica que elas, em algum 
ponto, sofreram uma ou mais alterafoes geneticas ou epigeneticas que permitem que elas 
cres^am em cultura e proliferem de uma maneira imortalizada. 

Sabendo desse fato, pesquisadores come^aram, no im'cio dos anos 1980, a examinar as con- 
seqiiencias de introduzir um oncogene ras em celulas verdadeiramente normals — aquelas de 
rato, camundongo ou embrioes de hamster que recentemente foram extraldas de tecidos 
vivos e propagadas in vitro por um curto perfodo antes de serem usadas nos experimentos de 
transfec^ao genica. Essas celulas - as vezes chamadas de celulas primarias - provavelmente 
nao sofreram as altera^oes que aparentemente afetaram as celulas NIH 3T3 durante sens 
longos meses de adapta^ao a cultura de tecidos e acompanhante imortaliza^ao. 

Os resultados obtidos com celulas primarias de ratos e hamsters foram muito diferentes da- 
queles observados previamente com celulas NIH 3T3. As celulas primarias nao eram suscetl- 
veis a transforma^ao induzida por ras. Experimentos controles nao deixaram duvidas de que 
essas celulas adquiriram o oncogene transfectado e eram capazes de expressar a oncoprotema 
Ras codificada, mas de alguma forma elas nao respondem pela transforma 9 ao sofrida. Isso 
forneceu a primeira evidencia de que o ato de adaptar celulas de roedores a condi^oes de 
cultura e seleciona-las pela imortaliza^ao gera celulas que se tornaram responsivas a transfor- 
ma^ao por um oncogene ras introduzido. 

As implica^oes adicionais dessas observances sao claras. Celulas imortalizadas na verdade nao 
sao normals, mesmo exibindo varias caracterfsticas normals, como inibinao por contato e 
dependencia de ancoramento. De fato, como seu estado anormal as torna susceu'veis a trans- 
formanao induzida por ras, podemos considerar que elas sofreram algum tipo de mudan^a 
genetica (ou epigenetica) pre-maligna muito antes de serem confrontadas com esse oncogene 
introduzido. 

Esta claro que pressoes seletivas in vitro que produzem linhagens celulares imortalizadas sao 
bastante diferentes daquelas que as celulas pre-malignas em desenvolvimento sofrem dentro 
dos tecidos vivos. De forma alguma, as caracterfsticas biologicas e, muito possivelmente, os 
genes mutantes adquiridos durante a propaga^ao in vitro podem ser identicos a varios daque- 
les que surgem durante a progressao tumoral in vivo. (De fato, nossas discussoes no capitulo 
anterior revelaram que as mesmas vias regulatorias — aquelas controladas pelas proteinas p53 
e pRb — que sao alteradas durante a imortalizanao celular tambem sao encontradas de forma 
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truncada em uma ampla variedade de genomas de celulas cancerosas, incluindo aquelas de 
tumores humanos.) 

Esses experimentos com celulas primarias tern sido estendidos pela introdu^ao de oncogenes 
ras ativados em celulas epiteliais do colon de camundongos. Uma vez ativado, as celulas 
resultantes que expressam o oncogene ras criam nada mais do que um epitelio hiperplasico, 
que sao, essencialmente cdulas normals que estao presentes em niimeros excessivos, mas sao, 
em outros aspectos, essencialmente normals (Figura 11.22A). 

Certos experimentos da natureza tambem suportam a ideia de que muta^oes simples nao sao 
suficientes para o desenvolvimento de canceres. For exemplo, alguns indivi'duos nascem car- 
regando uma muta 9 ao na linhagem germinativa do gene que codifica para o receptor do fator 
de crescimento Kit; tais muta^oes criam um receptor Kit permanentemente ativo, indepen- 
dente de ligante, que funciona como uma potente oncoprotema. Esses indivi'duos tern alto 


Figura 11.22 Lesoes genetioas unicas e a 
iniciagao de um tumor: experimentos de 
iaboratorio e experimentos da natureza (A) 
A iinhagem germinativa de camundongo foi 
remodelada para criar ceiulas epiteiiais de 
colon em que tanto oncogenes K-ras 
mutantes como o gene mutante para 
P-galactosidase podem ser ativados em 
celuias por infecgao por adenovirus. Como 
indicado aqui, celulas epiteliais do colon 
nas quais tanto a p-galactosidase (azu!) 
como 0 oncogene K-ras {nao-visivel) foram 
expressados criaram regioes localizadas de 
hiperplasia nas quais as celulas epiteliais 
sao, de outra forma, normals, indicando 
que 0 oncogene ras por si so nao e 
suficiente para transformar essas celulas 
para o estado tumorogenico. (B) Foi 
documentado que varies gemeos 
monozigoticos (identicos) pelo mundo 
desenvolveram o mesmo tipo de leucemia. 
As leucemias invariavelmente mostraram o 
mesmo marcador cromossomal ou 
mutagao, indicando que elas derivaram de 
um mesmo clone celular. 0 fato de que 
varias dessas leucemias sao 
diagnosticadas em diferentes idades pos- 
natais (pantos) indica que essas mutagoes 
somaticas, que ocorreram na vida intra- 
uterina, nao sao suficientes, por si so, para 
desencadear a formagao de leucemia 
clinicamente aparente. As marcagoes (fopo, 
a direita) e as cores associadas denotam 
os diferentes subtipos de leucemias 
identificados por marcadores genicos 
diferentes. (A, cortesia de K.M. Flaigis e T. 
Jacks; B, de M.G. Greaves, A.T. Maia, J.L. 
Wiemels e A.M. Ford, Blood 102:2321-2333, 
2003). 
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Barra lateral 11.7 Gemeos identicos proporcionam evidencias de que 
muta 96 es singulares sao necessarias, mas nao suficientes, para a trans- 
forma 9 ao Inidando em 1882, uma serie de relates medicos descreveu 
mais de 70 grupos de gemeos monozigoticos (ou seja, identicos) em 
que ambos desenvolveram o mesmo tipo de leucemia, freqiientemente 
na infancia. Durante as duas decadas passadas, um grupo de 19 gemeos 
desses foi caracterizado geneticamente para validar ( 1 ) a sua origem 
comum, em cada caso, a partir do mesmo ovo fertilizado e ( 2 ), na gran¬ 
de maioria dos cases, a presen 9 a de transloca 96 es cromossomais identi- 
cas nas celulas leucemicas de ambas as crian 9 as de cada par de gemeos. 
Algumas dessas transloca 96 es foram submetidas a clonagem genica e anali- 
se detalhada da seqiiencia para verificar sua identidade e remover todas as 
diividas sobre a origem pre-natal comum dessas muta 96 es. Em cada caso, a 
transloca 9 ao cromossomal iniciadora deve ter surgido em um dos gtoeos 
no utero. Logo apds, as celulas do clone de celulas mutantes resultantes 


sao passadas durante a gesta 9 ao para o outro gemeo via uma circula 9 ao 
placentaria comum. (As celulas nao-leucemicas em ambos de um par 
sao sempre normals geneticamente, indicando que a muta 9 ao iniciado¬ 
ra e de origem somatica, e nao de linhagem germinativa.) 

Alem da muta 9 ao que e comum entre as duas popula 96 es de celulas 
leucemicas, cada leucemia freqiientemente apresenta suas proprias anor- 
malidades distintas de DNA e/ou cromossomais, indicando que muta- 
96 es adicionais ocorreram durante a progressao tumoral pos-natal. Como 
visto na Figura 11.22B, os gemeos algumas vezes desenvolvem a leuce¬ 
mia em epocas de vida diferentes, nas quais meses, ate anos, separam o 
tempo de diagnostico de leucemia dos dois gemeos em um par. Esse 
experimento da natureza mostra que um simples evento genetico, en- 
quanto necessario para desencadear uma leucemia, nao e suficiente, e 
que outros eventos limitantes devem ocorrer antes que esses tumores se 
tornem clinicamente aparentes. 


risco de desenvolver tumores gastrintestinais de estroma (GISTs), mas esses tumores apenas 
aparecem apos varias decadas do nascimento, mesmo que a oncoprotelna Kit ativa constitu- 
tivamente tenha estado ativa em varias de suas celulas desde o nascimento (Barra lateral 5.8). 
Similarmente, foi reportado que alguns indivlduos que carregam alelos da muta^ao W-ras na 
sua linhagem germinativa ainda normalmente desenvolvem tumores apenas apos varias deca¬ 
das. As leucemias infantis observadas em gemeos sao exemplos dramaticos da incapacidade 
das muta^oes unicas, atuando por si so, de criar tumores clinicamente aparentes (Barra lateral 
11.7). Juntas, essas diversas observa^oes nos mostram que sao necessarias varias mudan^as 
para causar um estado tumorogenico na celula. 


11.10 A transforma^ao normalmente requer a colabora^ao entre 
dois ou mais genes mutantes 

A resistencia de celulas de roedores totalmente normals a transforma 9 ao induzida por ras 
conduz a uma questao interessante: existiriam outros oncogenes que poderiam imortali- 
zar celulas embrionarias e, ao mesmo tempo, deixar essas celulas susceti'veis a transfor- 
ma^ao por w? No im'cio dos anos 1980, pesquisas com DNA de virus tumorais indica- 
ram que alguns desses agentes carregavam oncogenes miiltiplos em sens genomas. Polio- 
mavirus, por exemplo, carrega dois oncogenes, denominados middle T e large T; em 
1982, observou-se que esses dois oncogenes colaboravam um com o outro para transfor- 
mar celulas de roedores. A oncoprotelna “large T” parece auxiliar a adapta^ao de celulas 
para condi^oes de cultura e facilita sua imortaliza^ao, enquanto a proteina “middle T” 
produziu muitos dos fenotipos associados ao oncogene ras — arredondamento de celulas, 
perda da inibi^ao por contato e aquisi^ao de crescimento independente da ancoragem. 
Logo, foi observado que varios outros virus de tumor empregavam estrategias geneticas 
similares para a transforma^ao celular. 

As geneticas da transforma^ao ocasionadas por virus tumorais de DNA sugeriram que genes 
celulares mutantes podem tambem colaborar na transforma^ao celular. De fato, foi desco- 
berto que uma linhagem de celulas de leucemia promielocitica humana carregava tanto um 
oncogene N-tar ativado como um myc ativado. Tal fato sugere a possibilidade de que esses 
dois oncogenes celulares estejam cooperando para criar o fend tipo maligno de celulas leuce¬ 
micas. Essa no^ao logo foi descartada por um experimento simples: quando um oncogene 
myc foi introduzido juntamente com um oncogene W-ras em fibroblastos de embrioes de 
ratos (REFs), as celulas responderam tornando-se morfologicamente transformadas (Figura 
11.23) e, o mais importante, tumorogenicas; nenhum desses oncogenes, por si so, poderia 
criar tais celulas transformadas. 
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Figura 11.23 Colaboragoes do oncogene 
em oelulas de roedores in vitro Culturas 
primarias de fibroblastos de embrioes de 
rato (REFs) ou celulas de rim de hamster 
recem-nascido (BFIKs) foram preparadas e 
expostas a DMAs clonados via o 
procedimento de transfecgao genica por 
fosfato de calcio. A introdugao de urn 
oncogene myc ou adenovirus El A nessas 
celulas {esquerda), por si so, nao gera 
focos de transformantes, embora esses 
oncogenes introduzidos facilitem o 
estabelecimento dessas celulas de 
passagens primarias em culturas de longo 
prazo. A introdugao de urn oncogene Fl-ras 
via transfecgao (direita) tambem nao 
produziu focos de celulas transformadas, 
embora ele nao tenha permitido numeros 
significativos dessas celulas para formar 
colonias independentes de ancoramento 
quando elas foram introduzidas em urn 
meio semi-solido, como agar diluldo. 
Entretanto, a introdugao simultanea de ras 
+ myc ou, alternativamente, ras + El A 
gerou focos de celulas transformadas que 
foram capazes de formar tumores quando 
elas eram injetadas em hospedeiros 
singenicos ou imunocomprometidos. 


myc ou 

myc ou El A ElA + ras ras 



Tais resultados geraram conclusoes interessantes. Esses dois oncogenes celulares claramente 
afetaram o fenotipo de maneiras bastante diferentes, uma vez que eles eram capazes de se 
complementar na geragao da transformagao celular. Cada um deles parece ser especializado 
em ativar um subgrupo de fenotipos celulares associados ao estado transformado. Por exem- 
plo, ras foi capaz de gerar independencia a ancoragem, uma aparencia arredondada e refratil 
ao microscopio de base e perda da inibigao por contato; myc auxiliou as cdulas a se tornarem 
imortalizadas e reduziu um pouco sua dependencia por fatores de crescimento. Resultados 
similares foram observados em experimentos nos quais o oncogene ElA do adenovirus hu- 
mano 5 foi utilizado como parceiro de colaboragao de um oncogene ras. Mais uma vez, foi 
observado que os dois genes colaboradores tern efeitos complementares no fenotipo celular. 

Logo, observou-se que varios outros pares de oncogenes eram capazes de colaborar um com 
o outro para induzir a transformagao de celulas in vitro e a tumorogenese in vivo (Tabela 
11.1). O oncogene ras, por exemplo, tambem poderia colaborar com o oncogene SV40 large 
T, com o oncogene polioma large T ou com o gene mutante p53 na transformagao celular. De 
forma contraria, myc poderia colaborar tambem com o oncogene polioma middle T, com src 
ou com o oncogene ra/para transformar cdulas. 


Na maioria dos casos, os genes de um par em colaboragao poderiam ser colocados em dois grupos 
funcionais - aqueles com propriedades semelhantes Arose aqueles semelhantes a myc. Na verdade, 
nem todos os oncogenes semelhantes a ras proporcionam efeitos identicos nas cdulas; o mesmo 
poderia ser dito dos membros da classe myc. De forma provocativa, os oncogenes semelhantes a ras 
codificam para oncoprotei'nas citoplasmaticas, enquanto os oncogenes semelhantes a myc codifi- 
cam para produtos que tendem a ser nucleares (Tabela 11.2). Agora sabemos que as oncoprotei'nas 
semelhantes a Ras sao componentes da cascata de sinalizagao mitogmica do citoplasma (Capi'tulo 
6 ), enquanto as oncoprotei'nas semelhantes a Myc perturbam de varias formas a maquinaria de 
controle do ciclo celular, que opera no niicleo (Capltulo 8). 


Tabela 11.1 Exemplos de oncogenes colaboradores in vitro e in vivo 


oncogene® oncogene® 

“semelhante a ras’ “semelhante a myc’ celula ou orgao-alvo 

transformagao in 

vitro 


ras 

myc 

fibroblastos de embriao de rato transfectados 

ras 

E1A 

celulas de rim de rato transfectadas 

ras 

SV40 large T 

REFs transfectadas 

Notch -1 

E1A 

celulas de rim de rato transfectadas 

tumorogenese in 

vivo 


middle T 

large T 

tumores murinos induzidos por poliomavirus 

mil (= rafj 

myc 

tumores de galinhas do virus da leucemia aviaria l\/IFI2 

erbB 

erbA 

tumores de galinhas do virus da eritroblastose aviaria 

pimi 

myc 

tumores do virus da leucemia de camundongos 

abl 

myc 

tumores do virus da leucemia de camundongos 

Notch-1/2 

myc 

timomas em camundongos transgenicos 

bcl-2 

myc 

linfomas foliculares em camundongos transgenicos 


“Os termos “semelhante a ras" e "semelhante a myc" se referem a classes funcionais em vez de a genes que 
codificam para componentes de uma via de sinalizagao comum. Oncogenes "semelhantes a ras" tendem a 
codificar para componentes das cascatas de sinalizagao citoplasmaticas, enquanto oncogenes "semelhantes a 
myc" tendem a codificar proteinas nucleares. 
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Tabela 11.2 Mecanismos fisiologioos da colaboragao por oncogenes® 


Par oncogenico 

Tipo celular 

Mecanismo de agao 

ras + SV40 large T 

celulas Schwann de rato 

ras: proliferagao + proliferagao de capture 

large T: previne a proliferagao de capture e reduz a necessidade de mitogeno 

ras + E1A 

fibroblastos de embriao de camundongo 

ras: proliferagao e senescencia 

E1A: previne a senescencia 

erbB + erbA 

eritroblastos de galinha 

erbB: induz a proliferagao independente de GF 
erbA: bloqueia a diferenciagao 

TGF-a + myc 

celulas epiteliais mamarias de camundongo 

TGF-a: induz a proliferagao e bloqueia a apoptose 
myc: induz a proliferagao e a apoptose 

v-sea + v-ski 

eritroblastos aviarios 

v-sea: induz a proliferagao 
v-ski: bloqueia a diferenciagao 

bcl-2 + myc 

fibroblastos de rato 

bcT2: bloqueia a apoptose 

myc: induz a proliferagao e a apoptose 

ras + myc 

fibroblastos de rato 

ras: induz a independencia pelo ancoramento 
myc: induz imortalizagao 

raf + myc 

macrofagos de galinha 

rat: induz a secregao de fatores de crescimento 
myc: estimula a proliferagao 

src + myc 

celulas adrenocorticais de rato 

src: induz a independencia por ancoramento e soro 
myc: prolonga a proliferagao 


®Em cada par, o primeiro oncogene codifica para uma oncoproteina citoplasmatica, enquanto o segundo oncogene codifica para uma proteina nuclear. 


Esses experimentos de colaboragao entre oncogenes proporcionaram um modelo cru i« 
vitro da transformagao de multiplas etapas in vivo e sugerem um raciocmio para as com- 
plexas etapas geneticas que acompanham e causam a formagao de tumor em seres huma- 
nos: cada uma das alteragoes geneticas confere a celula tumoral nascente um ou mais dos 
fenotipos que sao necessarios para se tornar tumorogenica (veja a Tabela 11.2). Essas 
contribuigoes singulares parecem derivar da capacidade de cada um desses oncogenes, 
perturbar um subgrupo especi'fico de circuitos reguladores dentro de uma celula. Ainda, 
esses experimentos sugerem que a proliferagao e a sobrevivencia celular sao governadas 
por varios (dois ou mais) circuitos regulatorios distintos, os quais devem ser perturbados 
antes que a celula se tome tumorogenica. 

Previamente, notamos que os oncogenes agem de maneira pleiotropica no fenotipo celular, 
na qual cada um desses genes e capaz de, concomitantemente, induzir varias mudangas dis- 
tintas no fenotipo da celula. Aceitando isso, tambem devemos reconhecer que, da forma que 
os oncogenes sao multitalentosos, nenhum deles parece ser capaz, por si so, de evocar todas as 
mudangas requeridas para que uma celula normal se transforme em tumorogenica. No caso 
de oncogenes celulares, parece haver um raciocmio evolucionario obvio para isso, que foi 
visto anteriormente neste capi'tulo: uma celula de mami'fero nao pode tolerar a presenga de 
um proto-oncogene em seu genoma que poderia, em um simples evento de mutagao, gerar 
um oncogene capaz de transformar essas celulas em celulas tumorais desenvolvidas. Tal pro¬ 
to-oncogene poderia colocar cada celula do corpo a apenas um pequeno e unico passo da 
malignidade. Isso representa uma outra versao do argumento de que celulas e tecidos devem 
colocar multiplas barreiras ao longo da via das celulas normals a fim de impedir que se tor- 
nem tumorogenicas. E interessante que, sob determinadas condigoes experimentais, os in- 
vestigadores podem mascarar esses mecanismos de defesa e ter sucesso em transformar celulas 
um unico elemento genetico (Barra lateral 11.8). 


11.11 Camundongos transgenicos proporcionam modelos de 
oncogenes colaboradores e de transforma^ao celular de 
multiplas etapas 

Em muitos modelos de patogenia de cancer em roedores, tumores podem ser desenca- 
deados pela exposigao do animal a um carcinogeno mutagenico, que age de forma alea- 
toria (algumas vezes chamada de estocastica) para originar alelos celulares mutantes que 
conduzem ao cancer. Uma alternativa para tais protocolos experimentais tern sido conse- 
guida pela insergao de um oncogene mutante ja ativado na linhagem germinativa de um 
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Barra lateral 11.8 As regras da trans- 
forma 9 ao de multiplas etapas podem ser 
logradas Existem varias situa^oes expe- 
rimentais nas quais um unico oncogene 
ou agente genetico pode, por si so, gerar 
uma celula transformada. Por exemplo, 
fibroblastos de embriao de galinha 
(CEF) infectados in vitro com parti'cu- 
las do virus do sarcoma de Rous (RSV) 
parecem ser transformados em tumoro- 
genicidade nesta linica etapa. Entretan- 
to, in vivo, parece que as celulas infecta- 
das por RSV formam tumores apenas em 
locals lesionados, incluindo aqueles lo¬ 
cals ao longo dos quais o RSV foi injeta- 
do com uma agulha no musculo; por- 
tanto, as altera^oes que ocorreram nos 
fibroblastos durante a cura dessa lesao 
parecem ser necessarias para auxiliar o 
gene src do RSV a transformar essas ce¬ 
lulas em cdulas tumorais. 

Experimentos com fibroblastos de 
embriao de rato (REFs) em cultura in¬ 
dicam que, quando uma celula transfor¬ 
mada por ras e isolada das outras celulas 
da placa de Petri (ou seja, nao sao cir- 
cundadas por celulas normals, nao-trans- 
formadas), esta pode proliferar para for- 
mar uma colonia de celulas tumoroge- 
nicas, mesmo sem a ajuda de um segun- 
do oncogene colaborador, como myc. 
Entretanto, quando tal celula e circun- 
dada por vizinhas normals (como pode 
ocorrer in vivo durante as etapas iniciais 
de uma progressao tumoral), ela e inca- 
paz de proliferar para gerar um foco. 
Assim, experimentos de transforma^ao 
de uma unica etapa podem, as vezes, ter 
sucesso, pois falham em recapitular cer- 
tos mecanismos anticancer que operam 
em tecidos vivos, que normalmente re- 
querem altera^oes adicionais dentro de 
uma celula ou tecido antes que a pro¬ 
gressao do tumor possa prosseguir. 


camundongo de laboratorio, garantindo assim a expressao desses genes em alguns dos 
tecidos. Na pratica, a expressao desse alelo de oncogene devera ser confmada a um pe- 
queno subgrupo de tecidos no camundongo. (Se essa expressao fosse permitida em todos 
os tecidos, incluindo aqueles do embriao em desenvolvimento, provavelmente a embrio- 
genese seria tao gravemente comprometida que o feto em desenvolvimento morreria 
muito antes do final da gesta^ao.) 

Uma versao inicial dessa estrategia para criar camundongos transgenicos com predispo- 
si 9 ao ao cancer envolveu a inser^ao de alelos oncogenicos dos genes ras ou myc na linha- 
gem germinativa do camundongo (Figura 11.24). Em uma serie de experimentos, a ex¬ 
pressao do oncogene ras e do oncogene myc foi colocada sob o comando do promotor 
transcricional do virus de tumor mamario de camundongo (MMTV), um retrovirus que 
especificamente tern como alvo tecidos mamarios. O promotor viral e expressado de 
forma significativa apenas nas glandulas mamarias e, em niveis mais baixos, nas glandu- 
las salivares. 

Como antecipado, a presen^a de um desses dois transgenes oncogenicos na linhagem 
germinativa do camundongo predispos camundongos ao cancer de mama e, em menos 
extensao, a tumores de glandula salivar. Apesar da expressao de um desses oncogenes ras 
ou myc na maioria, mas nao em todas, as celulas epiteliais da mama desses camundongos, 
suas glandulas mamarias apresentaram ou mudan^as morfologicas minimas (no caso do 
transgene myc) ou hiperplasia (no caso do transgene ras). Alem disso, foi observado que 
os tumores de mama iniciaram na quarta semana de idade — um periodo de latencia 
significativamente longo (veja a Figura 11.24). Isso provou conclusivamente que a pre- 
sen^a de um linico oncogene dentro de uma celula normal de um tecido vivo nao e, por 
si so, suficiente para transformar essa celula em uma celula tumoral. Em vez disso, a 
cinetica de forma^ao do cancer de mama nesse camundongo apontou para o envolvi- 
mento necessario de um ou mais eventos estocasticos que precisam ocorrer antes que 
essas celulas mamarias que carregam o oncogene ras ou myc progridam para um estado 
tumorogenico (veja tambem a Figura 11.22A). 

Camundongos duplo-transgenicos, que carregam ambos os transgenes, MMTV-«t e MMTV- 
myc, foram criados pelo cruzamento das duas cepas transgenicas descritas anteriormente. 
Esses camundongos duplo-transgenicos contrairam tumores a uma velocidade muito acele- 
rada e com alta freqiiencia comparada com camundongos que herdaram apenas um desses 
transgenes (veja a Figura 11.24). Assim, os dois transgenes oncogenicos puderam colaborar 
in vivo para gerar tumores, corroborando as conclusoes dos experimentos in vitro descritos 
anteriormente (Se^ao 11.10). 

De maneira curiosa, mesmo com dois oncogenes mutantes expressados na grande maio¬ 
ria das celulas mamarias desde o inicio do desenvolvimento, tumores nao surgem nesses 
camundongos logo depois do nascimento, mas, em vez disso, sao observados com gran¬ 
de atraso. Assim, a expressao concomitante de dois oncogenes potentes ainda nao era 
suficiente para transformar totalmente celulas epiteliais mamarias de camundongo 
(MFCs); em vez disso, tais celulas claramente necessitam de no mmimo um evento esto- 
castico adicional, aparentemente uma muta^ao somatica, antes que proliferem totalmente 
como celulas cancerosas. (Uma dica sobre a identidade deste terceiro evento estocastico 
veio de uma analise cuidadosa das celulas de rato que foram transformadas in vitro pelo 
protocolo ras + myc\ mais cedo ou mais tarde, tais celulas normalmente adquirem uma 
muta^ao ou evento de metilagao que leva a inativa^ao da via supressora de tumores p53; 
veja o Capi'tulo 9.) 

Note que as a 96 es colaboradoras dos oncogenes transgenicos ja foram mencionadas ante¬ 
riormente, quando lemos sobre as a^oes sinergi'sticas dos oncogenes transgenicos myc e bcl-2 
na promo^ao da linfomagenese (veja a Figura 9.22). Nesse caso, a vantagem de bcl-2 (e seu 
prime bcl-Xj) deriva amplamente dos seus efeitos antiapoptoticos. Isso ilustra o fato de que os 
oncogenes podem colaborar, por meio de uma variedade de mecanismos celulares fisiologi- 
cos, para promover a forma^ao de um tumor (Tabela 1 1.2). 
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(A) 


(B) 


'wm MMTV-myc mm, 'wm MMTV-ras mm. 


genes clonados e injetados em 
dvulos fertilizados de camundongo 

3 f 



celulas injetadas em embrioes de 
camundongo em estagio inicial (blastocistos) 





alguns embrioes geram camundongos que carregam 
transgenes em todos suas celulas, inclusive gametas 



L 




camundongos 
carregando apenas 
0 transgene 
MMTV-myc em 
todas as suas celulas 


camundongos 
carregando ambos 
os transgenes em 
todas as suas 
celulas 


j 





camundongos 
carregando apenas 
0 transgene 
MMTV-ras em todas 
as suas celulas 


11.12 As cdulas humanas sao construidas para serem altamente 
resistentes a imortaliza^ao e transforma^ao 

As liqoes biologicas derivadas do estudo de camundongos e ratos em geral sao transfenVeis 
diretamente para o entendimento de varios aspectos da biologia humana. Mesmo que 80 
milhoes de anos possam nos separar do ancestral comum mais recente, compartilhamos com 
os roedores a grande maioria dos atributos biologicos e bioqui'micos desses distances primos 
mami'feros que estao presences de forma muito similar, se nao identica, nos humanos. Os 
genomas de humanos e roedores tambem parecem bastante similares: essencialmente todos 
dos 20 mil genes descobertos no genoma humano tern ortologos nos camundongos. E plau- 
si'vel que os processes biologicos de imortalizaqao e transformapao neoplasica sejam essen¬ 
cialmente identicos em cdulas de roedores e humanos. 

A realidade biologica e, entretanto, relativamente diferente. E facil imortalizar celulas de roedores 
simplesmente propagando-as atraves de um pequeno niimero de passagens in vitro. Espontanea- 
mente, cdulas imortalizadas com freqiiencia surgem e se tornam progenitoras de linhagens celu- 
lares, como as celulas NIEI 3T3, discutidas anteriormente. Em contraste, celulas humanas rara- 
mente, talvez nunca, se tornam imortalizadas seguindo uma seqiiencia de passagens prolongada 
em cultura (veja o Capftulo 10). Finalmente, cdulas humanas em cultura param de crescer e se 
tornam senescences e, espontaneamente, clones de cdulas imortalizadas nao emergem. 


''P 



idade em dias 


Figura 11.24 Colaboragao de oncogenes 
em camundongos transgenicos propensos 
a cancer A habilidade de se criar 
camundongos transgenicos (veja a Figura 
9.22A) tornou possivel determinar se 
oncogenes sao capazes de colaborar in 
vivo assim como in vitro. (A) Camundongos 
foram produzidos para carregar ou o 
transgene MMTV-ras ou o MMTV-myc em 
sua linhagem germinativa. 0 promotor 
transcricional MMTV (virus de tumor 
mamario de camundongo) assegurou a 
expressao do transgene abundamente em 
glandules mamarias. Camundongos 
dessas duas linhagens transgenicas foram 
entao cruzados para criar camundongos 
duplo-transgenicos que carregam ambos 
os transgenes (abaixo). (B) A incidencia de 
carcinomas mamarios em camundongos 
que carregam os transgenes MMTV-myc 
{curva vermelha) ou MMTV-ras (curva verde) 
nas suas linhagens germinativas foi 
acompanhada por muitos meses. Em 
adigao, as duas linhagens de 
camundongos transgenicos foram 
cruzadas entre si para criar camundongos 
duplo-transgenicos, e os efeitos de ambos 
os transgenes sobre a incidencia de 
tumores (curva azui) tambem foram 
rastreados. A percentagem de 
camundongos livres de tumores (ordenada) 
e colocada no grafico com relagao a idade 
em dias de varies linhagens de 
camundongos. “Tgo" indica o numero de 
dias necessaries para que a metade dos 
camundongos de um determinado 
genbtipo desenvolva carcinomas mamarios 
detectaveis. (De E. Sinn, W. Muller, R 
Pattengale et al., Ceii 49:465-475, 1987.) 


Tentativas de transformar celulas experimentalmente tern mostrado diferengas entre especies 
comparaveis no comportamento celular. Celulas primarias de roedores tornam-se transfor- 
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madas in vitro seguidas da introdu^ao de pares de oncogenes (como ras e myc\ Se^ao 11.10), 
enquanto esses pares de oncogenes introduzidos falham consistentemente em gerar celulas 
humanas tumorogenicas. De fato, as celulas humanas que emergem dessas co-transfec^oes 
nao sao nem imortalizadas e, portanto, entram em senescencia mais cedo ou mais tarde. 

Essas falhas repetidas na transforma^ao celular preveniram os pesquisadores de abordar um 
problema simples, mas fundamental na biologia do cancer humano: quantos circuitos regu- 
latorios intracelulares precisam ser perturbados para transformar uma celula humana normal 
em uma celula cancerosa? Analises das seqiiencias genomicas de celulas humanas cancerosas 
ajudaram pouco. Como discutido antes (Se 9 ao 11.7), celulas cancerosas derivadas de tumo- 
res humanos possuem um excesso de altera^oes geneticas, muito maior do que o relativamen- 
te pequeno numero que participa da tumorogenese. Isso for^ou os pesquisadores a considerar 
a transforma^ao celular experimental como uma alternativa de abordar esse problema. As- 
sim, eles perguntavam precisamente quantas mudan^as geneticas precisavam ser introduzi- 
das, experimentalmente, em celulas humanas para transforma-las. 


Figura 11,25 Vias intracelulares envolvidas 
na transformagao de celulas humanas A 
transformagao experimental de celulas 
humanas tern sido conseguida por meio da 
insergao de varias combinagoes de genes 
clonados nas celulas. Inicialmente, a 
combinagao de tres genes codificando a 
oncoprotelna SV40 "large T” (LT), a 
telomerase de hTERT e a oncoprotelna 
SV40 "small T" (sT) foram suficientes para a 
transformagao de uma variedade de tipos 
celulares humanos normals para o estado 
tumorogenico. Descobriu-se que esses 
genes desregulam cinco vias regulatorias 
distintas envolvendo (1) a sinalizagao 
mitogenica do Ras, (2) o controls do cicio 
celular G., mediado pelo pRb, (3) a p53, (4) 
a manutengao do telomero e (5) a protelna 
fosfatase 2A (PP2A). 0 trabalho 
subsequente tern mostrado que outras 
combinagoes de genes clonados sao 
suficientes da mesma forma. Por exempio, 
a interrupgao da fungao do pRb pode ser 
alcangada por uma combinagao expressa 
ectopicamente, CDK4 resistente ao inibidor 
CDK + ciclina D1; o p53 pode ser 
interrompido por um alelo negativo 
dominanfe introduzido de p53; os 
telomeros podem ser manfidos por meio da 
combinagao do SV40 LT + myc; e a fungao 
da PP2A pode ser interrompida pela 
construgao shRNA que inibe a sinfese da 
subunidade B56 da PP2A. E desconhecido 
se essas cinco vias sao requeridas para 
transformagao experimental de todos os 
tipos celulares humanos, e se a 
desregulagao de todas essas cinco vias 
ocorre em tumores humanos que surgem 
espontaneamente. 


A estrategia geral foi inspirada pela experiencia com celulas cultivadas de roedores, que indi- 
cou que uma vez que as celulas eram imortalizadas em cultura, elas passavam a responder a 
transformagao pelo oncogene ras. O fato de que a biologia do telomero de celulas de roedores 
e humanos difere completamente (Segao 10.9) parece explicar, pelo menos em parte, a difi- 
culdade de se imortalizar celulas humanas e, assim, as suas diferentes respostas a oncogenes 
introduzidos. Lembre-se que as celulas de camundongo de laboratorio geralmente carregam 
DNA telomerico extremamente longo (tao longo quanto 40 quilobases) e expressam, pron- 
tamente, mVeis detectaveis da atividade enzimatica da telomerase. De forma bastante con- 
trastante, as celulas humanas normals tern telomeros muito menores, e a maioria dos tipos 
celulares humanos nao tern atividade significativa da telomerase. Portanto, a imortalizagao 
de celulas humanas poderia ser facilitada adicionando-se o gene hTERT a outros oncogenes 
imortalizadores introduzidos nessas celulas. 

De fato, a introdugao de um gene hTERT em adigao ao oncogene SV40 large T (cujo produ- 
to inativa as proteinas supressoras de tumor pRb e p53) realmente produz celulas humanas 
imortalizadas. (Meios alternativos de inativagao de pRb e p53, como a introdugao de onco¬ 
genes do papilomavirus humano E6 e E7, funcionaram bem.) Uma vez que a imortalizagao 
foi alcangada por meio dessas mudangas, as celulas humanas resultantes puderam ser trans- 
formadas morfologicamente na placa de cultura introduzindo-se um oncogene ras ativado. 

Essas celulas humanas transformadas morfologicamente nao estavam, no entanto, totalmen- 
te transformadas, como indicado pela sua inabilidade em formar tumores quando implanta- 
das em camundongos imunocomprometidos. (Os sistemas imunes nao-funcionais de tais 
camundongos garantem que os tecidos de origem externa nao sejam eliminados pelo ataque 
imunologico.) Essas celulas ainda requerem mais uma alteragao, que e conseguida com a 
introdugao do gene que codifica a oncoprotelna SV40 “small T”. “Small T” afeta um subcon- 
junto das fungoes de abundantes enzimas celulares conhecidas como fosfatase 2A (PP2A). 

Juntos, esses experimentos demonstraram que cinco circuitos celulares regulatorios distintos 
precisam ser alterados experimentalmente antes que as celulas humanas possam crescer como 
celulas tumorais em camundongos imunocomprometidos (Figura 11.25). Essas mudangas 
envolvem (1) a via de sinalizagao mitogenica controlada por Ras (Capltulo 6), (2) o ponto de 
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Barra lateral 11.9 Os mesmos conjuntos de vias regulatdrias precisam 
ser desregulados para criar todos os tipos de tumores humanos? Uma 
grande variedade de tipos celulares de humanos adultos normals pode 
ser transformada experimentalmente perturbando as cinco vias listadas 
na Figura 11.25. Inclui'dos nessas estao os fibroblastos; as celulas dos 
rins; cdulas epiteliais de mama, prostata, ovario de pequenos trajetos 
de ar (pulmao); e astrocitos. Os requerimentos identicos para transfor- 
mafao sugerem que um conjunto comum de vias bioqui'micas deva ser 
desregulado em uma grande variedade de tipos celulares humanos para 
que a transforma9ao tenha sucesso. (Cada uma dessas vias pode ser 
presumivelmente perturbada por meio de varies mecanismos geneticos 
e epigeneticos nos varies tipos de canceres.) 

Entretanto, e plausivel que certas celulas humanas normals requei- 
ram um maior ou menor numero de mudan^as antes de se tornarem 
transformadas. Por exemplo, varies canceres pediatricos ocorrem tao 
cedo na vida que e diflcil imaginar como as celulas desses tumores po- 
dem ter tido tempo suficiente para acumular um grupo de muta^oes (e 


modifica^oes epigeneticas) que parecem ser requeridas para a forma^ao 
de varias malignidades adultas. 

Isso sugere a possibilidade de que alguns canceres pediatricos surjam 
diretamente de certos tipos de celulas embrionarias (p. ex., celulas-tronco), 
e que essas celulas embrionarias podem ser mais prontamente transforma¬ 
das (por um numero menor de altera^oes) do que as celulas que servem 
como precursoras dos tumores adultos. O caso extreme de um tipo celular 
embrionario e dado pelas cdulas-tronco (ES) embrionarias que podem ser 
extrai'das de embrioes muito jovens. Celulas ES sao, de todas as formas, 
geneticamente do tipo selvagem, e ainda sao tumorogenicas (gerando tera¬ 
tomas) quando implantadas em hospedeiros singenicos. De fato, elas 
parecem ser o unico exemplo de celulas do tipo selvagem que sao tu¬ 
morogenicas. Talvez algumas celulas dentro de embrioes mais desen- 
volvidos requeiram, para sua transforma9ao, diversas altera^oes geneti- 
cas que sao intermediarias entre o numero necessario para transforma- 
9ao de celulas ES (zero) e o numero requerido para a transforma^ao 
experimental de celulas adultas (cinco). 


verificagao do ciclo celular controlado por pRb (Capi'tulo 8), (3) a via de alarme controlada 
por p53 (Capi'tulo 9), (4) a via de manuten^ao do telomero controlada por hTERT (Capi'tu- 
lo 10) e (5) a via de sinalizagao controlada pela protema fosfatase 2A. 

Experimentos como esses fornecem claras indicagoes de por que as celulas humanas sao alta- 
mente resistentes a transformagao. Ao mesmo tempo, ainda nao esta claro se os passes reque- 
ridos para transformar experimentalmente as celulas humanas in vitro refletem, precisamen- 
te, as mudangas que celulas normals precisam passar dentro dos tecidos humanos antes de 
proliferarem com sucesso como celulas cancerosas. Claramente, quatro dessas mudan^as (en- 
volvendo a ativagao de Ras e hTERT, inativagao de pRb e p53) sao comumente vistas em 
celulas de canceres humanos. Entretanto, ainda nao esta claro se a quinta alteragao — 
desregulagao de um subconjunto de agoes da PP2A — ocorre durante a formagao de 
canceres humanos que surgem espontaneamente. Alem disso, ainda outras mudangas 
geneticas, nao reveladas por esses experimentos, podem ser requeridas antes que as celu¬ 
las dentro de certos tecidos humanos estejam aptas a gerar tumores clinicamente detec- 
taveis. Esses experimentos tambem deixam outra questao nao-resolvida: as regras geneticas e 
bioqui'micas que governam a transformagao humana sao identicas em todos os canceres huma¬ 
nos (Barra lateral 11.9)? 

Essas diferen^as marcantes no comportamento de celulas humanas versus de camundon- 
gos requerem algum tipo de logica biologica. De fato, ja discutimos uma delas (Se^ao 
10.9): as celulas de camundongo passam por cerca de 10^' mitoses durante o tempo de 
vida do camundongo, enquanto aquelas do corpo humano passam por cerca de 10*'’ 
ciclos celulares durante o tempo de vida humano. Em resposta aos sempre presentes 
perigos criados pela passagem atraves de cada ciclo celular, nossas celulas e tecidos tern 
sido guiados pela evolugao para serem muito mais resistentes a transformagao celular. 
Essa nogao - na verdade uma especulagao - ainda requer alguma validagao e generalizagao. 
Por exemplo, as celulas do morcego da mamangaba e do musaranho etrusco (ambos com 
aproximadamente 2 g de peso corporal) e aquelas de uma baleia azul (de cerca de 1,3 x 10® g 
de peso corporal; Figura 11.26) requerem proporcionalmente menos ou mais alteragoes, 
respectivamente, antes de se tornarem cancerosas? (A diferenga nas mitoses acumuladas 
ao longo do tempo de vida provavelmente sao ainda maiores, uma vez que grandes ma- 
mi'feros, geralmente, tern um tempo de vida ate cem vezes mais longo do que os peque¬ 
nos!) 

As varias demonstragoes experimentais da colaboragao de oncogenes em celulas de hu¬ 
manos e de camundongos podem servir como bons modelos de como, de fato, a tumoro- 
genese de miiltiplas etapas ocorre no corpo humano. Assim, cada mutagao (ou metila^ao 
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Figura 11,26 Tamanho corporal do 
mamifero e o risco relativo de 
transformagao celular Enquanto os 
tamanhos de celulas individuals sao 
bastante comparaveis nas varias especies 
de mamiferos, a massa corporea geral e, 
portanto, os numeros de celulas, varia 
enormemente. Lima vez que a passagem 
atraves de cada cicio celular cria o perigo 
de alteragoes genomicas, isso sugere que 
os riscos do cancer podem variar 
enormemente de uma especie para outra. 
(A) 0 morcego da mamangaba da 
Tailandia, dito o menor mamifero, foi 
descoberto em 1973; ele pesa 1,5 g e tern 
uma envergadura de 15 cm. (B) A baleia 
azul tern urn peso corporal de cerca de 
1,3 X 10® g e urn periodo de vida de cerca 
de 80 anos. A diferenga da ordem de oito 
vezes na massa (e, portanto, no numero de 
celulas) entre o morcego e a baleia junto 
com a diferenga da ordem de 1,5 vezes no 
tempo de vida indicam uma diferenga de 
urn fator de 10® no numero de divisoes 
celulares que os dois organismos 
experimentam durante seu tempo de vida. 
(Uma vez que a taxa metabolica desse 
mamifero insetivoro pode ser 10® vezes 
mais alta que a da baleia, e uma vez que a 
carga mutacional do genoma celular deriva 
de subprodutos do metabolismo oxidativo, 
a baleia azul pode experimenter apenas urn 
risco de 10® vezes maior que o do 
morcego.) (A, cortesia de Merlin D. Tuttle, 
Bat Conservation International; B, cortesia 
de Uko Gorter.) 


genica) mantida por uma populagao de celulas perturba ou desregula outra via de sinali- 
zagao intracelular, ate que todos os circuitos de controle chave tenham sido desorganiza- 
dos. Uma vez que isso tenha acontecido, as celulas dessa populagao podem ser totalmen- 
te transformadas e, portanto, capazes de gerar o crescimento tumoral vigorosamente. Na 
verdade, analises do genoma de celulas tumorais humanas revelam resultados muito mais 
confuses, que sao difi'ceis de conciliar como um esquema conceitual simples e satis- 
fatorio (Barra lateral 11.10). 

Significativamente, as manipulagoes experimentais usadas para transformar celulas hu¬ 
manas para um estado tumorogenico normalmente geram celulas que formam massas de 
tumores primaries localizados, tendo pequena ou nenhuma tendencia (1) de se estender 
alem dos seus limites e invadir tecidos proximos e (2) de espalhar metastases a regioes 
distantes. Portanto, analises das mudangas geneticas que sao necessarias para tornar as 
celulas tumorogenicas nao tratam da identidade dos genes e proteinas que programam os 
fenotipos malignos avangados e altamente agressivos, um assunto que confrontaremos 
apenas mais tarde, no Capi'tulo 14. Alem disso, o cenario de cinco alteragoes sugerido 
pela transformagao experimental de celulas humanas poe de lado um ponto cn'tico que 
discutiremos no proximo capi'tulo: a mutabilidade do genoma de celulas humanas e nor¬ 
malmente muito baixa, tornando pouco provavel que populagoes de celulas nos nossos 
tecidos possam adquirir todas as mudangas geneticas necessarias para completar a pro- 
gressao de um tumor dentro do pen'odo de vida humano. 


Barra lateral 11.10 A genetica dos tumores humanos verdadeiros confimde nosso entendimen- 
to de como a progressao do cancer ocorre O esquema mais simples da progressao tumoral de 
miiltiplas etapas define que cada passo sucessivo envolve, ainda, a interrupgao ou a desregulagao 
de outra via de sinalizagao celular chave. Por isso, cada um dos genes mutantes (ou metilados) 
encontrados no genoma de uma celula cancerosa Humana deve afetar uma via regulatoria distin- 
ta, e as mutagoes acumuladas no final da progressao tumoral devem colaborar uma com a outra 
para programar o crescimento neoplasico. De fato, a presente evidencia genetica geralmente con- 
flita com tais opinioes. 

Muitos genomas de carcinoma colorretal humano carregam mutagoes que levam a ativagao 
da cinase PI3 e B-Raf, o que faz sentido, uma vez que essas duas mutagoes afetam vias comple- 
mentares distintas que ficam downstream de Ras (Capftulo 6). No entanto, muitos outros tumo¬ 
res desse tipo tern mutagoes que ativam a cinase PI3 e Ras, o que nao faz sentido, uma vez que se 
acredita que a oncoprotema Ras e capaz de ativar diretamente a cinase PI3; essas duas mutagoes, 
portanto, parecem ser, funcionalmente, mais propriamente redundantes do que complementares. 

De forma contraria, mutagoes que se espera que colaborem umas com as outras, como aque- 
las afetando os genes ras e p53, em geral sao mutuamente exclusivas. Assim, entre os carcinomas 
de colon humano, alguns carregam mutagoes ras, enquanto outros carregam mutagoes p53\ tu¬ 
mores carregando ambos sao um pouco incomuns (o contrario a descrigao inicial da via genetica 
que leva a esses canceres; veja a Segao 11.3). Similarmente, entre os carcinomas de bexiga huma¬ 
nos, esses tumores portando mutagoes que ativam o receptor do fator de crescimento de fibro- 
blastos 3 (gerando um efeito similar a ativagao do oncogene ras) raramente carregam mutagoes 
p53 e vice-versa. Observagoes como essas sao diffeeis de conciliar com o nosso entendimento 
atual de como esses genes e proteinas codificadas operam - o que apenas diz que nossas percep- 
goes sobre essas questoes irao, mais cedo ou mais tarde, requerer revisoes substanciais. 
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11.13 Agentes nao-mutagenicos, incluindo aqueles que favorecem 
a prolifera^ao celular, fazem importantes contribui^oes para 
a tumorogenese 

As observafoes clfnicas e os resultados experimentais que vimos a respeito neste capi'tulo nos 
fornecem um quadro geral das modifica^oes geneticas e epigeneticas requeridas para gerar 
uma celula cancerosa. Eles falham, entretanto, em revelar como essas mudan^as sao realmente 
adquiridas durante a progressao do tumor. Entao agora daremos enfoque a esses problemas - 
os processos ocorrendo in vivo que permitem as celulas acumularem o grande mimero de 
altera 96 es necessarias para forma^ao tumoral. 

Os esquemas descritos aqui ditam que uma sucessao de mudan^as genicas prove o maior 
esti'mulo para progressao tumoral. Visto que muitas dessas mudan^as sao causadas pelas a^oes 
de mutagenos, isso implica que a progressao do cancer e muito estimulada pelas transforma- 
foes geneticas impostas por carcinogenos mutagenicos. Claro que precisamos revisar esse 
cenario para acomodar o evidentemente importante papel das mudan 9 as epigeneticas, espe- 
cificamente aquelas causadas pela metila^ao de promotores genicos (veja a Se^ao 7.8). (No 
presente, nao esta claro se esses eventos de metila^ao sao ativamente provocados por agentes 
externos ou ocorrem espontaneamente devido a erros eventuais ao acaso causados por protei- 
nas celulares responsaveis pela regula^ao da metila 9 ao.) 

Alem das contribui^oes dos carcinogenos mutagenicos, claramente documentadas na indu- 
9 ao do cancer (Se^ao 2.9), muitas evidencias apontam para uma grande variedade de agentes 
nao-mutagenicos que participam da forma^ao do tumor. Indica^oes da importancia de cargi- 
nogenos nao-mutagenicos (as vezes chamados de nao-genotoxicos) surgiram primeiramente 
de tentativas, no im'cio dos anos 1940, de se desenvolver metodos efetivos para indu 9 ao de 
canceres de pele em camundongos. O modelo experimental usado nessas pesquisas dependia 
da exposi 9 ao da pele do camundongo a constituintes altamente carcinogenicos do alcatrao, 
como o benzo[^?]pireno (BP), o 7,12-dimetilbenzMantraceno (DMBA) ou o 3-metilcolan- 
treno (3-MC; Figura 2.22). Por exemplo, o pincelamento diario com DMBA de um peque- 
no peda 90 de pele de camundongos podia resultar em carcinomas de pele apos varios meses 
desse tratamento. 


Mas outro protocolo experimental provou ser mais revelador quanto aos mecanismos da 
indu 9 ao de canceres de pele. Logo apos uma unica aplica 9 ao com um agente como DMBA, 
a mesma area da pele poderia ser tratada semanalmente com um segundo agente, chamado 
TPA (12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato; Figura 11.27), um irritante de pele preparado a 
partir de sementes de croton. (Outro termo geralmente usado para TPA e PMA, forbol-12- 
meristato-13-acetato). A aplica 9 ao repetida de TPA na area tratada com DMBA resultou no 
aparecimento de papilomas apos 4 a 8 semanas, dependendo da linhagem de camundongo 
usada (Figura 11.28A-C). (Esses papilomas sao, de varias maneiras, analogos aos adenomas 
observados nos estagios iniciais de progressao do cancer do colon.) 

A principio, a sobrevivencia e o crescimento desses papilomas de pele dependiam da 
aplica 9 ao contmua de TPA, uma vez que a interrup 9 ao do tratamento causava o regresso 
do papiloma (Figura 11.28E). Entretanto, se o tratamento com TPA era continuado por 
varias semanas, papilomas independentes de TPA fmalmente surgiam, que nao regressa- 
riam apos a parada do tratamento com TPA e, em vez disso, persistiram por extensos 
periodos (Figura 11.28F). Alguns desses papilomas independentes de TPA podem, com 
baixa probabilidade, evoluir para carcinomas de pele de celulas escamosas malignos apos 
cerca de seis meses. 

Na ausencia do tratamento inicial com DMBA, no entanto, a aplica 9 ao repetitiva de TPA 
falhou em provocar papilomas ou carcinomas (Figura 11.28B). Ainda mais interessante, uma 
area da pele pode ser tratada uma vez com DMBA e depois deixada em descanso por um ano. 
Se essa por 9 ao da pele for tratada depois com uma serie de aplica 96 es de TPA (como na 
Figura 11.28C), ela “lembraria” de ter sido exposta previamente ao DMBA e responderia 
formando um papiloma. 



Figura 11.27 TPA, um importante promotor 
de tumorogenese de pele A estrutura 
estereoquimica do 12-0- 
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), 
tambem conhecido como forbol-12- 
meristato-13-acetato (PMA), e mostrada 
aqui. TPA e extraido da planta croton 
(Croton tiglium). Seu alvo nas celulas e a 
proteina cinase Ca (PKCa). 
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Figura 11.28 Protooolos para indugao de 
carcinomas de pele em camundongos A 
indugao de carcinomas de peie pela 
apiicagao de carcinogenos nas costas de 
camundongos requer certas combinagoes 
de tratamentos com iniciadores e 
promotores. (A) Urn tratamento unico com 
0 carcinogeno iniciador, como o DMBA 
(dimetilbenzo[a]antraceno), nao leva a 
carcinomas de pele ate tres meses depois. 
(B) Tratamentos multiplos com agentes 
promotores, como o TPA (Figura 11.27), 
tambem nao levam a numeros significativos 
de tumores. (C) Se uma area da pele e 
pincelada uma vez com urn agente 
iniciador seguido de pinceladas repetitivas 
com urn agente promoter, urn papiloma ira, 
geralmente, aparecer varies meses depois. 
(D) Se uma area da peie e pinceiada uma 
vez com urn agente iniciador e urn agente 
promoter for usado depois para pincelar 
repetidamente outra porgao da pele 
proxima, mas nao sobreposta a primeira, 
nenhum papiloma sera visto tres meses 
depois. (E) Uma variagao do protocolo 
descrito no painei C; urn iniciador como o 
DMBA e aplicado seguido de tratamentos 
repetitivos com TPA, o que leva a 
papilomas. No entanto, se pinceladas 
repetidas com o agente promotor de tumor 
TPA sao interrompidas logo apos 
aparecerem os papilomas, eles regridem, 
indicando que eles sao dependentes da 
estimulagao continue do promoter. (F) Em 
outra variagao do protocolo descrito no 
painei C, a pincelada com promoter TPA 
pode ser continuada por varies meses apos 
0 aparecimento dos primeiros papilomas. 
Depois disso, a pincelada de TPA pode ser 
interrompida. Sob essas condigoes, alguns 
dos papilomas persistirao, indicando que 
eles se tornaram independentes da 
estimulagao continue do promoter. (G) Se 
urn papiloma e produzido pelos protocolos 
dos paineis C e F e o papiloma e depois 
tratado com urn agente iniciador, urn 
carcinoma pode aparecer, mesmo na 
ausencia de mais urn tratamento com o 
promoter. 
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Esses fenomenos foram ponderados como segue (Figura 11.29). Um linico tratamento por 
um agente iniciador (ou inicializador) como DMBA deixou um sinal estavel e de longa 
duragao em uma celula ou em um agrupamento de celulas; esse sinal era aparentemente 
algum tipo de alteragao genetica. Exposigoes repetidas subseqiientes dessas celulas “iniciali- 
zadas” ao TPA (chamado de agente promotor ou simplesmente promotor) permitiram que 
elas proliferassem vigorosamente sem que houvesse efeito aparente em celulas nao-inicia- 
lizadas proximas. (Note que o uso da palavra “promotor” nesse contexto nao esta relacionado 
com o seu outro significado - a saber, as seqiiencias de DNA que controlam a transcrigao de 
um gene.) A proliferagao localizada de celulas inicializadas estimulada pelo promotor produ- 
ziria fmalmente um papiloma. No entanto, como mencionado, se a apiicagao de TPA fosse 
descontinuada, o papiloma poderia desaparecer. Da mesma forma, os efeitos do promotor 
eram reversiVeis, sugerindo que ele exercia um efeito ndo-genetico nas celulas do papiloma. 
Claramente, esse efeito nao-genetico, qualquer que seja sua natureza, poderia colaborar com 
a alteragao genetica aparentemente criada pelo iniciador para dirigir a proliferagao de celulas. 
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Figura 11.29 Esquema da inicializagao e 
promogao de carcinomas de epiderme em 
camundongos As observagoes da Figura 
11.28 podem ser ponderadas como 
descrito aqui. 0 agente iniciador converts 
uma celula normal (c/nza, acima, a 
esquerda) em uma mutants, celula 
inicializada {azul). 0 tratamento repetido 
das celulas inicializadas com o promotor 
TPA gera urn papiloma {agregado de 
celulas azuis), enquanto o tratamento com 
TPA de celulas adjacentes normals (c/nza, 
acima, a direita) nao tern efeito. 0 
tratamento adicional do papiloma formado 
inicialmente pode ser interrompido 
{esquerda, no centra}, e, nesse case, o 
papiloma regride. Alternativamente, o 
tratamento adicional repetitivo do papiloma 
formado inicialmente pode gerar urn 
papiloma mais avangado (celulas 
alaranjadas), o qual persists mesmo depois 
que 0 tratamento com promotor e 
interrompido (esquerda, abaixo): o 
tratamento repetitivo adicional desse 
papiloma mais avangado com TPA 
finalmente gera, com baixa frequencia, urn 
carcinoma (no centra, abaixo, celulas 
vermelhas). Alternativamente, a exposigao 
do papiloma formado inicialmente a urn 
segundo tratamento pelo agente iniciador 
gera celulas duplamente mutantes que 
tambem formam urn carcinoma (abaixo, a 
direita, celulas vermelhas). 


Como vimos anteriormente, se as cdulas inicializadas forem tratadas com o promotor TPA 
por muitos meses, finalmente, alguns papilomas podem evoluir e se tornar independentes de 
TPA; nesse caso, mesmo depois da retirada do TPA, os papilomas continuaram a aumentar 
em tamanho e alguns, finalmente, desenvolveram-se em carcinomas de pele. Essa mudanga 
permanente no comportamento celular pareceu refletir as agoes de uma segunda alteragao 
independente da genetica. De fato, a evolugao para um estado carcinomatoso poderia ser 
acelerada fortemente tratando-se o papiloma com uma segunda dose do agente iniciador, ja 
suspeito de ser um mutagenico (veja a Figura 11.29). Esse terceiro passo na tumorogenese 
(vindo depois da inicializagao e promogao) e chamado de progressao; o termo e usado de 
forma mais generica, por todo este livro e em outros locais, para indicar a evolugao de celulas 
para um estado de crescimento maligno ampliado. 

Quatro decadas apos o desenvolvimento do protocolo de indugao de cancer de pele de ca- 
mundongo, a identidade dos genes e protei'nas que sao os atores principals na tumorogenese 
de pele foi descoberta (Figura 11.30). Como suspeitado ha longo tempo, o DMBA usado 
como agente iniciador e de fato um potente mutagenico no contexto da carcinogenese de 
pele. (Como suporte a essa conclusao, veja a Barra lateral 11.11.) Como e um mutagenico 
que age ao acaso, o DMBA cria uma grande variedade de mutagoes nos genomas das cdulas 
expostas. No entanto, os tumores de pele que aparecem invariavelmente carregam mutagoes 
pontuais nos oncogenes W-ras, indicando que esse alelo mutante em particular confere uma 
forte vantagem seletiva nas celulas da pele. 
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Figura 11.30 Genes e protelnas envolvidas 
na carcinogenese de pele de camundongo 
0 fenomeno da Inicializagao e promogao 
(FIguras 11.28 e 11.29) pode ser entendido 
em urn nivel molecular/bloquimico da 
maneira llustrada aqui. 0 agente Iniclador 
atua como urn mutagenico para converter o 
proto-oncogene ras em urn oncogene ativo 
(acima, a esquerda). Essa inicializagao, por 
si so, nao tern efeito no comportamento do 
queratinocito que carrega esse alelo 
mutante. No entanto, na presenga de 
estimulagao repetida por urn agente 
promoter {acima, a direita), a celula 
carregando o ras e induzida a passar por 
repetidos ciclos de crescimento e divisao, 
levando a formagao de urn paplloma 
{celulas azuis). De forma contrarla, uma 
celula sem o oncogene ras {cinza, acima, a 
direita) nao e estimulada pelo agente 
promoter e, assim, nao se divide em 
resposta a exposigao repetida a esse 
agente. Se o tratamento repetitive por esse 
promoter e interrompido {abaixo, a direita), 

0 paplloma regrIde. No entanto, se o 
paplloma e exposto uma segunda vez a urn 
agente Iniciador mutagenico [esquerda), 
uma segunda lesao genetica, geralmente 
envolvendo a mutagao do gene supressor 
de tumor p53, e criada. Esse alelo p53 
mutante colabora com o oncogene ras para 
criar uma populagao de celulas [laranja- 
claro) que nao depende mals do promoter 
e sao capazes de formar urn carcinoma. 
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Tratamentos subseqiientes repetitivos com TPA, o agente promotor, agem sinergeticamente 
com os oncogenes H-ras ativados para dirigir a prollferagao de celulas contendo oncogenes, 
resultando em um paplloma. O tratamento de um paplloma com TPA por um pen'odo ex- 
tenso pode gerar um paplloma que pode perslstlr, mesmo apos o final do tratamento com 
TPA. Alternatlvamente, se as celulas do paplloma sao expostas mals uma vez a um agente 
Iniclador como o DMBA, esse paplloma pode progredlr para um carcinoma, cujas celulas 
agora carregam, alem do oncogene H-ras, um gene p53 mutante. 

Se fossemos descrever esses fenomenos em um mVel bloqui'mlco de transdugao de slnal (Fi¬ 
gura 11.31), poderlamos dlzer que o promotor TPA funclona como um potente estlmulador 
da prollferagao celular por melo de sua habllldade em atlvar a clnase celular serlna/treonlna 
conheclda como protelna clnase Ca (PKC-a), a qual encontramos precocemente em um 
contexto da transdugao de slnal no cltoplasma. Mals especlficamente, o TPA age como um 
Imltador funclona! do dlacllgllcerol (DAG), a molecula que e gerada endogenamente pelas 
celulas como um melo de atlvagao da protelna clnase C (PKC; Figura 6.16). Veremos alguns 
dos efetores downstream da PKC-a mals tarde neste capi'tulo. De alguma forma, os efetores 
downstream da PKC-a colaboram com o oncogene H-ras, de maneira alnda desconheclda, 
para dlrlglr a prollferagao de queratlnocltos Inlclallzados cujos descendentes formam papllo- 
mas e, em raras ocasloes, progrldem formando carcinomas. Essas dlversas observagoes da 
carclnogmese de pele de camundongo (FIguras 11.28, 11.29 e 11.30) levam-nos a conclulr 
que promotores de tumor como o TPA, o qual nao afeta dlretamente os genomas das celulas, 
podem, contudo, funclonar como Importantes agentes dlrlglndo o avango da tumorogenese 
de multlplas etapas. 
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Barra lateral 11.11 Analises moleculares mostram que a micializa 9 ao 
e causada diretamente pelas a 96 es mutagenicas de um carcindgeno 
iniciador A convenienda experimental do modelo de carcinogenese de 
pele de camundongo tern tornado possivel validar diretamente algumas 
especula 96 es mecam'sticas feitas aqui. For exemplo, a introdu 9 ao de um 
oncogene H-ras em celulas da pele de camundongo por meio do uso de 
um vetor retroviral cria celulas que imitam muito bem o comporta- 
mento de celulas inicializadas pelo DMBA, no sentido de que elas res- 
pondem aos efeitos subseqiientes do promotor TPA aplicado. Esse re- 
sultado demonstra que a cria 9 ao de um oncogene H-ms por um agente 
iniciador e suficiente, por si so, para gerar uma celula inicializada. 

O modelo de carcinogenese de pele de camundongo ainda levanta ou- 
tras questoes: os agentes iniciadores carcinogenicos, como os carcino- 
genos DMBA ou 3-metilcolantreno (3-MC), atuam diretamente no 
proto-oncogene H-ras para criar um oncogene? Ou eles o fazem indire- 
tamente estimulando as a 96 es de algumas moleculas intermediarias que 
sao depois responsaveis por reagir com o DNA, criando as muta 96 es 
cn'ticas inicializadoras? 

Quando os tumores de pele de camundongo foram inicializados 
pela exposi 9 ao a um dos dois carcinogenos alquilantes (Capi'tulo 12), 


A-metil-A^-nitro-A'-nitrosoguanidina (MNNG) ou N-metilnitrosou- 
reia (MNU), os tumores de pele resultantes apresentaram apenas tran- 
si 96 es G para A (i. e., substitui 96 es purina-purina ou pirimidina-piri- 
midina) no codon 12 do gene H-ras. Em contraste, quando os tumores 
de pele de camundongo eram inicializados picelando-se com 3-metil¬ 
colantreno (3-MC), as celulas do papiloma e carcinoma resultantes car- 
regavam, predominantemente, transversoes G paraT (substitui 96 es pu- 
rina-pirimidina ou vice-versa) no codon 13 e transversoes A para T no 
codon 61 do gene H-ras. O dimetilbenzoantraceno (DMBA), o qual 
reage com as As, induziu tumores com transversoes A para T nesse 
gene. Essas substitui 96 es desses nucleon'deos estao de acordo com as 
atividades mutagenicas conhecidas desses carcinogenos. 

Visto que as substitui 96 es especi'ficas de base refletem a identidade 
qui'mica dos agentes iniciadores, essas observa 96 es fornecem fortes evi- 
dencias das intera 96 es qui'micas diretas entre as moleculas do carcino- 
geno iniciador e as bases especi'ficas presentes no proto-oncogene H-ras 
das celulas da pele de camundongo. Alem disso, quando consideradas 
juntas com os efeitos observados do retrovirus H-ras vetor, elas indi¬ 
cam que a principal contribui 9 ao mutacional desses agentes a inicializa 9 ao 
tumoral deriva da sua habilidade em mutar o proto-oncogene H-ras. 


11.14 Agentes toxicos e mitogenicos podem atuar como 
promotores de tumor humano 

O modelo experimental da carcinogenese de pele de camundongo e litil para ilustrar os 
princi'pios da inicializa 9 ao, promo^ao e progressao tumoral. No entanto, nao nos diz 
praticamente nada sobre como mecanismos analogos operam no corpo humano para 
criar o cancer. De fato, um diverso arranjo de mecanismos bioqui'micos e biologicos 
parece ser responsavel pela promo^ao do tumor levando aos canceres humanos. Entre 
eles, estao os mecanismos que atuam de maneira toxica ou mitogenica em varios tecidos 
humanos. 

Um exemplo notavel dos mecanismos citotoxicos na promo 9 ao de tumores humanos e dado 
por canceres da garganta e da boca (comumente chamados de canceres da cabe 9 a e do pesco- 
90 ). Esses carcinomas sao comumente encontrados em fumantes de cigarros que tambem sao 
consumidores de bebidas alcoolicas destiladas. De fato, o habito de fumar intensamente 
junto com o freqiiente consume de alcool destilado leva a um aumento de cem vezes no risco 
de certos tipos de canceres da cabe^a e do pesco^o. 



TRANSCRIQAO GENICA 


A fuma^a do cigarro e rica em uma variedade de carcinogenos mutagenicos, incluindo o 
3-metilcolantreno(3-MC). O etanol, em contraste, tern um fraco, se e que tern algum, poder 
mutagenico. A contribui^ao das bebidas alcoolicas destiladas na indu 9 ao de tumores parece 
derivar de seus efeitos toxicos nas celulas epiteliais que revestem a boca e garganta. Depois da 
exposi 9 ao a uma bebida contendo uma alta porcentagem de etanol, muitas dessas celulas 
morrem e desprendem-se. Celulas-tronco subjacentes ao epitelio respondem dividindo-se 
para regenerar a camada celular epitelial da boca e da garganta. Enquanto essas celulas-tronco 
podem normalmente se dividir em uma taxa baixa e fixa, sua taxa mitotica aumenta substan- 
cialmente apos uma vasta descama 9 ao do epitelio pelo etanol. 

As celulas da boca e da garganta, cuja prolifera 9 ao e estimulada pelo alcool, podem ja carregar 
alelos mutantes induzidos pelo alcatrao do tabaco. O efeito promotor do alcool causa, em 
seguida, a expansao clonal dessas celulas inicializadas e pode, por meio disso, permitir que 
suas descendentes adquiram ainda outras muta 96 es que levam, fmalmente, aos canceres cli- 
nicamente agressivos de cabe 9 a e pesco 90 . Isso representa uma ilustra 9 ao dramatica de um 
agente toxico atuando como um promotor tumoral. 


Figura 11.31 Ativagao de Fos, Jun e NF-kB 
pelo PKC-a 0 mecanismo preciso pelo 
qual 0 oncogene ras ativado atua 
sinergeticamente com a proteina cinase C 
(PKC-a) ativada pelo TPA para dirigir a 
proliferagao dos queratinocitos e pouco 
entendido. Esta claro que, uma vez que a 
PKC-a e ativada pela ligagao com 0 TPA, 
ela e capaz de estimular a transcrigao de 
diversas vias de sinalizagao distintas, 
incluindo aquelas envolvendo os fatores de 
transigao NF-kB e AP-1 e a enzima ERK/ 
MAPK. Essas alteragoes bioquimicas ainda 
nao deram uma explicagao clara de por 
que 0 TPA estimula a proliferagao dos 
queratinocitos inicializados carregando o 
oncogene ras enquanto tern um efeito 
minimo nos queratinocitos selvagens 
proximos. 
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Barra lateral 11.12 Uma rara smdrome de cancer ilustra a importan- 
cia da prolifera 9 ao celular na progressao tumoral A smdrome de Kost- 
mann e uma si'ndrome hereditaria rara caracterizada pela quase com- 
pleta ausencia de neutrofilos, as celulas do sangue que sao responsaveis 
por matar agentes infecciosos bacterianos e fiingicos. Na forma autos- 
somica dominante da doen^a, o defeito genetico que induz a si'ndrome 
causa a si'ntese de uma elastase (uma protease) mutante especi'fica de 
neutrofilos — uma enzima que e normalmente expressa em ni'veis au- 
mentados nos neutrofilos conforme eles se diferenciam. A elastase mu¬ 
tante presente nos pacientes com Kostmann e citotoxica para seus neu- 
trofilos e, assim que se expressa em ni'veis significativos nessas cdulas, 
ela causa sua diminui^ao por meio da apoptose (Figura 11.32). Celu- 
las-tronco mieloides progenitoras na medula respondem a neutropenia 
(diminui^ao do mimero de neutrofilos no sangue) resultante prolife- 
rando e tentando repor o conjunto de neutrofilos diferenciados. Isso 
leva a ciclos futeis interminaveis de prolifera^ao de celulas-tronco, uma 
vez que todas as tentativas para a produ^ao de neutrofilos por essas 
progenitoras sao frustradas pela morte rapida induzida pela elastase dessas 
celulas conforme se diferenciam. Em alguns pacientes, como uma con- 
seqiiencia da prolifera^ao excessiva e conti'nua dessas celulas-tronco por 
muitos anos, surgem leucemias mielogenosas agudas a partir da popu- 
la^ao de celulas tronco mieloides. Essa smdrome fornece um dramatico 
exemplo de como um agente citotoxico (nesse caso, um de origem en- 
dogena) funciona diretamente como um promotor tumoral. 



Figura 11.32 Sindrome de Kostmann Essa doenga e manifestada 
pela perda progressiva de celulas precursoras de neutrofilos em 
diferenciagao a partir da medula ossea, como revelado aqui pelas 
setas brancas que apontam para um grande numero de corpos 
apoptoticos, isto e, fragmentos de celulas que resultam do 
acionamento de seus programas apoptoticos. Essa apoptose e 
atribuida, por sua vez, a sintese de uma variante mutante toxica da 
enzima elastase. (De G. Carlsson. A.A. Aprikyan, R. Tehranchi et al., 
Blood 103:3355-3361,2004.) 


Imagine, de forma mais geral, compostos que sao altamente toxicos para certas populagoes de 
celulas de um tecido. Esses agentes citotoxicos podem funcionar como promotores de tumor 
simplesmente causando a proliferagao de celulas que tenham sobrevivido aos efeitos toxicos 
desses agentes. Certos tipos de canceres humanos ilustram muito bem o papel da citotoxici- 
dade na progressao de um tumor (veja a Barra lateral 11.12). 

De fato, agentes mitogenicos podem tambem funcionar como promotores de tumor. Proe- 
minente entre eles, estao os hormonios esteroides — estrogenic, progesterona e testosterona. 
No corpo feminine, por exemplo, o estrogenic e a progesterona estao envolvidos na progra- 
magao da proliferagao das celulas dos tecidos reprodutivos. Os ciclos menstruais mensais das 
mulheres entre a menarca e a menopausa resultam na proliferagao e depois regressao das 
celulas que formam os epitelios dos ductos da glandula mamaria (Figura 11.33). O revesti- 
mento endometrial do utero passa por ciclos similares de proliferagao e regressao. 

A epidemiologia mostra claramente que quanto maior o numero de ciclos menstruais duran¬ 
te o tempo de vida de uma mulher, maior o risco de cancer de mama. Por estimativa, o risco 
do cancer de mama durante a vida decresce em 20% para cada ano de atraso da menarca 
durante a adolescencia. (A ilustragao mais completa da importancia da periodizagao da me¬ 
narca vem de estudos de gemeas identicas ou monozigoticas, em que ambas, fmalmente, 
desenvolveram cancer de mama; a gemea cuja menarca comegou antes teve um risco 5,4 
vezes maior de ser a primeira a ser diagnosticada com a doenga.) Mulheres que param de 
menstruar antes da idade de 45 anos tern apenas metade do risco de desenvolver cancer de 
mama em relagao ^uelas que continuam menstruando ate os 55 ou alem. 

A remogao dos ovarios, a primeira fonte de estrogenic para o corpo feminine, causa forte 
declmio do risco do cancer de mama. Reforgando essa observagao, estao os resultados de um 
estudo holandes, o qual mostrou que mulheres que entram na menopausa antes da idade de 
36 anos, devido aos efeitos colaterais da quimioterapia para o linfoma de Hodgkin, tern 
decrescimo de 90% do risco subseqiiente de desenvolver cancer de mama. Ao contrario, 
mulheres na pos-menopausa que contraem cancer de mama tern em media um m'vel de 
estrogenic circulante 15% maior do que mulheres nao-afetadas. 
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Os efeitos do estrogenic no cancer de mama sao certamente complexes e parece que esse 
hormonio atua em outras celulas na glandula mamaria alem das epiteliais. Ate agora, e evi- 
dente que o estrogenic, e talvez outros hormonios, como a progesterona e mesmo a prolacti- 
na, periodicamente induzam a proliferagao celular de forma a permitir a progressao de celu¬ 
las epiteliais mamarias inicializadas (MECs) em MECs encontradas em varies tipos de cance- 
res de mama. (Alguns pesquisadores tern argumentado que os metabolites do estrogenic sao 
mutagenicos e que contribuem para o desenvolvimento do cancer de mama; se assim for, os 
efeitos mutagenicos do estrogenic no desenvolvimento do cancer de mama sao certamente 
ofuscados pelo seu poder de promover a proliferagao de MECs.) 

Nesse exemplo, confrontamos um promoter de tumor que e endogeno do corpo de um 
mami'fero, e nao um agente de origem externa. Entretanto, as agoes desse hormonio sao 
bastante proximas das propriedades dos classicos promotores de tumor. 


11.15 Inflama^oes cronicas muitas vezes promovem a progressao 
de tumores em camundongos e humanos 

Relativamente poucos promotores de tumores humanos atuam puramente por meio de me- 
canismos citotoxicos ou mitogenicos, como aqueles descritos na Segao 11.14. Em vez disso, 
a grande maioria parece dirigir a expansao clonal por meio de mecanismos envolvendo a 
inflamagao. Sinais disso vem de modelos da inicializagao e promogao de tumores de pele de 
camundongos (Segao 11.13). Esse modelo experimental e claramente artificial, no sentido de 
que envolve um promoter (TPA) que esta raramente, se e que alguma vez, envolvido com o 
desenvolvimento de tumores de pele em mami'feros. Entretanto, ele ensina uma ligao genera- 
lizavel importante sobre a promogao tumoral: O TPA foi inicialmente escolhido por ser 
irritante para pele de camundongos e assim induzir inflamagao localizada. 

Um diverse grupo de outras observagoes da peso a nogao de que a inflamagao esta comumen- 
te envolvida na promogao de tumores. Por exemplo, quando uma linhagem de celulas de um 
adenoma de colon humane foi implantada subcutaneamente em camundongos nus, elas 
eram nao tumorogenicas. No entanto, quando foram introduzidas em um camundongo hos- 
pedeiro junto com um fragmento de plastico (ao qual foram flxadas), uma inflamagao loca¬ 
lizada do estroma foi induzida pelo plastico, e as celulas do adenoma cresceram para formar 
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Figura 11.33 Flutuagao nos niveis de 
hormonio, proliferagao celular e morfologia 
das glandules mamarias durante o cicio 
menstrual A estimulagao periodica da 
proliferagao das celulas epiteliais mamarias 
humanas sobre o controle de hormonios 
como a progesterona, a prolactina e o 
estrogenio (estradiol) parece estar ligada 
ao aumento do risco de desenvolvimento 
de cancer de mama. (A) Como visto aqui, 
os niveis de varies desses hormonios 
variam dramaticamente ao longo do cicio 
menstrual. (B) 0 cicio periodico mensal 
leva a fortes flutuagoes na taxa de 
proliferagao das celulas. Aqui, a 
porcentagem de celulas incorporando 
timidina tritiada em uma biopsia de tecido e 
colocada em um grafico em fungao dos 
dias do cicio menstrual. 0 uso de 
contraceptives orais (OC) tern efeito mlnimo 
nas taxas de sintese do DNA. (A, de R.A. 
Rhoads amd R.H. Planzer, Human 
Physiology. Philadelphia: W.B. Saunders, 
1996; B, de T.J. Anderson, S. Battersby, R.J. 
King et al., Hum. Pathol. 20:1139-1144, 
1989.) 















442 / CapITULO 11 TUMOROGfiNESE DE MuLTlPLAS EtAPAS 


tumores. O fenotipo tumorogenico dessas celulas persistiu mesmo depois de elas serem sub- 
seqiientemente transplantadas (sem o plastico) para outro animal hospedeiro, indicando que 
sua prolifera^ao neoplasica era agora dirigida por alguma altera^ao genetica ou epigenetica 
estavel. Outras observances do desenvolvimento de tumores do trato gastrintestinal de ca- 
mundongos dao suporte ao argumento de que a inflamanao e um componente central im- 
portante na carcinogenese de colon (Barra lateral 11.13). 

A inflamanao cronica tambem tern um papel claro na patogenese de carcinomas humanos. 
Por exemplo, aqueles surgindo na vesi'cula biliar estao geralmente associados a decadas de 
historico de calculos na vesi'cula e resultante inflamanao do revestimento epitelial da vesi'cula 
biliar (Figura 11.35A). De forma similar, carcinomas hepatocelulares (HCCs), que sao co- 
muns no leste asiatico (Barra lateral 11.14), estao associados a infecnoes cronicas pelo virus 
da hepatite B (HBV) e acompanhadas por inflamanao do figado (Figura \ \35^, painel a 


Barra lateral 11.13 A inflamanao contribui 
para a carcinogenese no trato gastrintestinal 
Um exemplo dramatico do papel da inflama- 
nao na formanao do carcinoma de colon vem 
do estudo de camundongos mutantes que nao 
produzem aTGF-|3l. Tais camundongos ten- 
dem a desenvolver uma doen^a auto-imune, 
a qual resulta na sua morte apos algumas se- 
manas. A fim de poupar esses camundongos, 
o seu sistema imune foi incapacitado pela ina- 
tivanao das copias do gene Rag2 na linhagem 
germinativa (veja a Barra lateral 7.10), uma 
perda que previne a formanao de linfocitos 
anrigeno-especificos que ativam a doen^a 
auto-imune. Os camundongos duplo-mutan- 


(A) 



livre de germes 


tes {TGF- Rag2'^') agora sobrevivem, mas 
desenvolvem area de inflama^ao no colon, as- 
sim como adenomas e adenocarcinomas de co¬ 
lon, entre a idade de 3 a 6 semanas. No entanto, 
quando esses camundongos duplo-mutantes fo- 
ram criados em ambiente livre de germes (o qual 
permite que o colon fique livre de popula^oes 
bacterianas), nenhuma inflama^ao de colon foi 
observada e nenhum adenocarcinoma se desen- 
volveu. 

Se esses camundongos livres de germes fo- 
rem introduzidos em recintos de animais nos 
quais Helicobacter hepaticus (uma bacteria que 
comumente habita o colon de camundongo) 
estava presente, mais uma vez polipos e carci¬ 


(B) 



infectada por Helicobacter hepaticus 


nomas sao formados nos sens colons (Figu¬ 
ra 11.34A, B). Tais observa^oes indicam que 
a flora bacteriana do intestino contribui de 
forma importante para a inflama^ao em 
ambos os camundongos e, pode-se imagi- 
nar, em humanos sofrendo de colite ulcera- 
tiva, uma condi^ao inflamatoria que pre- 
dispoe ao cancer de colon (p. ex., veja a Figura 
10.36). Alem disso, resultados como esses 
sugerem, por outro lado, que areas locali- 
zadas de inflama^ao do colon em individuos 
normals podem tambem contribuir para o 
aumento do risco de forma 9 ao de polipos 
adenomatosos que, finalmente, podem pro- 
gredir para carcinomas. 


(C) 



Figura 11.34 Inflamagao do colon e a promogao tumoral 0 
desenvolvimento de adenomas e carcinomas no colon e fortemente 
dependente da inflamagao cronica que ocorre nesse orgao. Assim, 
camundongos alterados geneticamente para nao produzirem a 
TGF-pl sucumbem durante o inicio da vida, subjugados pela doenga 
auto-imune. (A) No entanto, se o seu sistema imune e incapacitado 
pela inativagao, nas celulas germinativas, do gene codificando a 
enzima Rag-2, a qual e requerida para gerar anticorpos funcionais e 
genes receptores da celula T, esses camundongos sobrevivem bem 
se abrigados livres de germes. Sob essas condigoes, o seu epitelio 
intestinal e relativamente normal histologicamente. (B) Em contrasts, 
se esses camundongos duplos mutantes forem abrigados em um 


lugar no qual a bacteria Helicobacter hepaticus esta presente, seus 
colons tornam-se infectados com essas bacterias e eles 
desenvolvem adenomas e carcinomas. Isso indica que a inflamagao 
cronica criada pela presenga dessas bacterias intestinais e essencial 
para formagao dessas lesdes de colon. (C) A colite ulcerativa 
humana envolve a inflamagao cronica de regioes da mucosa do 
colon, a qual leva, apos varies anos, a um aumento substancial do 
risco de carcinoma do colon. Nessa condigao, as areas estromais 
entre as criptas do colon sao infiltradas por varies linfbcitos {nucleos 
pequenos de corpurpura-escura). (A e B, de S.J. Engle, I. Ormsby, S. 
Pawlowski et al.. Cancer Res. 62: 6362-6366, 2002; C, cortesia de D. 
Lamarque.) 






A INFLAMA(A0 serve para promover a progressAo tumoral / 443 





esquerda). Em muitos indivi'duos infectados, a infec^ao por HBV e bem-estabelecida no figa- 
do, precocemente, durante a vida e continua de forma cronica ativa por decadas. A hepatite 
resultante pode ter pouco efeito individual externo, uma vez que a morte contmua de hepa- 
tocitos (as celulas que formam a maior parte do figado) pelo HBV e compensada por igual 
prolifera^ao das celulas sobreviventes. 

O genoma do HBV carrega um gene chamado HBX, que mostra pequeno poder oncogenico 
e pro-apoptotico, mas esse gene, por si so, dificilmente explica a habilidade do HBX de 
induzir carcinomas hepaticos apos decadas de infec^ao cronica. Isso leva a busca de outros 
mecanismos carcinogenicos. Assim, o HBV pode atuar como um carcinogeno do ffgado por meio 
de mecanismos que imitam a estrategia de retrovirus nao-portadores de oncogenes. Lembre-se 
que esses virus, notavelmente o virus da leucocitose aviaria e o virus da leucemia murina, induzem 
o cancer vagarosa e ineficientemente. Quando, depois de muitos meses, eles fmalmente conse- 
guem, isso ocorre por meio de mutagenese de inser^ao: a chance da integra^ao de um pro¬ 
virus proximo a um gene de controle de crescimento celular critico — um proto-oncogene 
(Se^ao 3.11). A desregula^ao resultante da expressao do proto-oncogene efetivamente con- 
verte esse gene em um oncogene, abrindo caminho para a forma^ao de um cancer. 

No caso do cancer de figado induzido pelo HBV, no entanto, a situa 9 ao e um tanto diferente. 
Analises moleculares extensivas falharam em demonstrar que os genomas de canceres de 
figado humane associados a virus carregavam genomas do HBV integrados proximos a um 
gene de controle de crescimento celular critico, como o proto-oncogene myc. Entao, e impro- 
vavel que o HBV atue diretamente como um mutagenico em celulas do figado infectadas. 

Isso abre duas possiveis explana^oes para o cancer induzido por virus. O HBV cria o cancer 
de figado por meio de sua habilidade de causar prolifera^ao celular continua em um orgao 
que em geral raramente experimenta tal coisa; essa prolifera^ao e requerida para repor hepa- 
tocitos que sao continuamente mortos durantes os ciclos de infec^ao do HBV. Alternativa- 
mente, a infec 9 ao pelo HBV faz com que as celulas do sistema imune tentem eliminar as celulas 
infectadas por virus, gerando um estado cronico de inflama^ao do figado (veja a Figura 1 1.35B). 
E provavel que ambos os mecanismos conspirem na patogenese de carcinomas hepatocelulares 
que tao freqiientemente afligem indivi'duos com infecfoes cronicas por HBV. 

Desde que esses estudos foram empreendidos, tornou-se claro que as infec 96 es cronicas da 
hepatite pelo virus C (HCV) atuam de maneira similar para aumentar as taxas de cancer de 


Figura 11.35 Inflamagao cronica ievando 
ao cancer (A) Uma demonstragao grafica 
de uma inflamagao cronica Ievando ao 
cancer e dada por carcinomas das celulas 
do revestimento da vesicula biliar (massa 
branca, acima), a qual esta comumente 
associada a calculos da vesicula que vem 
de precipitados da bile {massas matrons, 
abaixo). (B) infeegao cronica pelo virus da 
hepatite B (FiBV) causa morte celular 
continua de hepatocitos junto com a 
inflamagao cronica {numerosos nucleos 
densos pequenos, painel a esquerda). Por 
um periodo de decadas, isso pode levar a 
um aumento de 100 vezes do risco de 
cancer hepatico. A inflamagao do figado de 
alguem sofrendo de inflamagao cronica 
pelo virus da hepatite C (HCV) e 
impressionantemente similar {painel a 
direita). As celulas inflamatbrias estao na 
parte direita dessa micrografia. 0 fato de 
essas duas condigoes inflamatbrias serem 
tao similares e levarem a aumentos do risco 
de carcinoma hepatocelular comparaveis 
sugere que as condigoes inflamatbrias, 
mais propriamente do que algum aspecto 
especifico da fungao viral, sejam 
responsaveis pelo aparecimento do HCC 
em pacientes infectados com qualquer uma 
dessas viroses. (A, de A.T. Skarin, Atlas of 
Diagnostic Oncology, 3rd ed. Philadelphia: 
Elsevier Science Ltd., 2003; B, esquerda - 
cortesia de A. Perez-Atayde, direita - 
cortesia de A.K. Bhan.) 
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Barra lateral 11.14 As mfec 96 es pelo virus da hepatite B levam a hepato¬ 
mas em tailandeses trabalhadores do governo Estudos epidemiologicos 
normalmente geram resultados que tornam difldl discernir uma forte cor- 
rela^ao entre a exposi 9 ao ocasional a certos fatores ambientais e o aumento 
moderado subseqiiente no risco de cancer. A incidencia do cancer de flga- 
do, no entanto, varia dramaticamente pelo mundo, o que torna possi'vel 
associar essa doen^a com um fator causador. Em certas partes do mundo, 
incluindo muito da Asia - especialmente a China - e a Africa Subsaariana, 
carcinomas hepatocelulares (HCCs, tambem conhecidos como hepatomas) 
sao uma das causas que levam a morte devido ao cancer; nos Estados Uni- 
dos, o cancer de flgado, em contraste marcante, esta em 25- lugar no ranking 
de mortes relacionadas ao cancer. 

Uma impressionante correla^ao pode ser feita entre as infec 96 es 
pelo virus da hepatite B (HBV) e a suscetibilidade ao cancer. Um estu- 
do de prospec^ao epidemiologico foi feito em 1975 com 22.707 ho- 
mens que trabalhavam nos servi^os do governo de Taiwan. Sua condi- 
9 ao ao HBV foi determinada no inicio do estudo analisando-se, entre 


outras coisas, a presen^a de antigenos virais no sangue. As causas de 
morte nesse grupo foram posteriormente registradas nas proximas de- 
cadas. For volta de 1986, 152 dos 3.454 homens que eram positives 
para o antigeno viral do HBV tinham morrido de carcinomas hepato¬ 
celulares. For compara^ao, nove dos 19.253 homens que eram negati¬ 
ves para esse antigeno em seu sangue morreram dessa doen^a. O risco 
relative (RR) de morrer por essa doen 9 a se alguem carregava o antigeno 
viral em sua circula 9 ao (o qual e indicative da infec 9 ao ativa por HBV 
no figado) era 98,4. Isso significa que um individuo afetado por uma 
infec 9 ao cronica ativa experimentava um aumento do risco de contrair 
esse cancer quase 100 vezes maior comparado com alguem que nao 
tinha esse antigeno no seu figado e estava, aparentemente, nao-infecta- 
do. Esses numeros contrastam fortemente com a maioria das correla- 
96 es epidemiologicas feitas entre a exposi 9 ao especifica de pacientes a 
carcinogenos suspeitos e a incidtocia de doen 9 a, em que o risco relative 
da doen 9 a e geralmente apenas de 2 a 3 vezes maior - muitas vezes 
ficando proximo do limite de significancia estatistica. 


figado. Se, por um lado, os dois virus nao estao relacionados um com o outro em respeito a 
estrutura do seu genoma e ciclos de replica^ao, eles compartilham efeitos biologicos similares 
por meio de sua habilidade de criar infec^oes cronicas, citotoxicidade e inflama^ao do figado 
(Figura 11.35B, painel esquerdo). (Significativamente, uma grande variedade de outros tipos 
de danos cronicos ao figado, incluindo aqueles infligidos pelo alcoolismo, tambem estao 
associados ao aumento da incidencia do carcinoma hepatocelular, apesar dos riscos relativos 
serem muitissimo menores do que aqueles associados a exposi^ao, durante uma vida, a infec- 
9 ao do HBV.) 

O HBV, atuando como um promotor de tumor, pode tambem funcionar sinergetica- 
mente com a aflatoxina-Bl, um composto altamente mutagenico produzido pelo fungo 
Aspergillus que se prolifera em amendoins, nozes e milho armazenados sob condi^oes de 
alta umidade (veja a Figura 2.25). A combina^ao da infec^ao com a exposi^ao a aflatoxi- 
na provou ser mortal. Em um (relativamente pequeno) estudo de prospec^ao epidemio- 
logica feito em Xangai, a infec^ao por HBV aumentou o risco de carcinoma hepatocelu¬ 
lar em sete vezes, enquanto a exposi^ao a comida contaminada pela aflatoxina B-1 resul- 
tou em um aumento do risco de tr& vezes. Quando um individuo experimentou ambos 
os agentes, o risco de cancer hepatico aumentou cerca de 60 vezes. O paralelo entre a 
patogenese desses carcinomas de figado humano e a a 9 ao de iniciadores e promotores de 
canceres de pele de camundongos e impressionante. 

Ainda outras indica^oes de agentes infecciosos induzindo inflamafao e, entao, malignidades 
de humanos vem de individuos afligidos por linfomas surgidos do tecido linfoide associado a 
mucosa gastrica (MALT). Setenta e cinco por cento dos linfomas MALT podem ser curados 
se o paciente e tratado com antibioticos que erradiquem a popula 9 ao de Helicobacter pylori 
no estomago. Esses linfomas MALT sao claramente dependentes da estimula^ao continuada 
dos promotores — nesse caso, a presen 9 a de H. pylori. Os 25% dos linfomas que nao respondem 
a esse tratamento evoluiram alem dessa dependencia e tornaram-se “independentes de pro¬ 
motor”, possivelmente porque sustentam uma transloca^ao entre os Cromossomos 11 e 18, 
com freqiiencia, observada nesses linfomas. 


11.16 A promo^ao de tumores dependente de inflama^ao opera 
por meio de vias de sinaliza^ao definidas 

Evidencias que dao suporte ao papel da inflama 9 ao no desenvolvimento do cancer tambem 
vem de um grande numero de observafoes epidemiologicas demonstrando que drogas an- 
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tiinflamatorias, como aspirina e sulindac, funcionam na redugao da incidencia de uma varie- 
dade de carcinomas humanos. Por exemplo, um estudo mostrou que aqueles que tomam 
doses baixas de uma droga antiinflamatoria nao-esteroidal (NSAID) — um comprimido de 
aspirina uma ou duas vezes ao dia durante um periodo de 15 anos — tiveram um I'ndice de 
cancer de pulmao de 0,68, indice de cancer de mama (em mulheres) de 0,70 e, em homens 
jovens, um indice de cancer colorretal de 0,35 comparado com os indices de canceres em 
grupos controle. Outro estudo epidemiologico prospectivo com um grande grupo de mulhe¬ 
res durante um periodo de sete anos encontrou que aquelas que tomavam aspirina regular- 
mente tinham a metade do risco de desenvolver cancer pancreatico em relagao ao grupo 
controle. Dois estudos mostraram que o uso regular da aspirina (ou outro NSAID) resultou 
na redugao de cerca de 40% de canceres de estomago (na regiao do estomago fora da cardia) 
em individuos que estavam infectados com Helicobacter pylori, a bacteria que freqiientemen- 
te habita o estomago humano; canceres de estomago em individuos nao-infectados nao fo- 
ram reduzidos pelo uso de aspirina. Outros estudos ainda indicam redugao nos indices de 
mortalidade associados a carcinomas de ovario, bexiga e prostata. 

(Esses efeitos poderiam sugerir que os NSAIDs, que tambem podem reduzir certos tipos de 
doengas cardiovasculares, deveriam ser usados rotineiramente como preventivos da doenga 
na populagao geral. No entanto, uma precaugao vem de outra estatistica de saude piiblica: 
em 1998, 16.550 mortes nos Estados Unidos foram atribuidas a complicagoes gastrintesti- 
nais induzidas por NSAIDs.) 

As observagoes epidemiologicas ligando o uso de longa duragao de NSAID a redugao da inciden¬ 
cia do cancer, junto com os experimentos de carcinogenese em pele e figado de camundongos, nos 
leva aos mecanismos bioquimicos e biologicos celulares que sao responsaveis pela promogao de 
tumores em varios tecidos. Uma pista importante veio da identificagao do alvo celular downstream 
do TPA - a proteina cinase C-a (PKC- a). A dramatica demonstragao do papel-chave dessa 
enzima na mediagao da inflamagao de pele induzida pelo TPA e dada pelos queratinocitos da pele 
de camundongo que sao forgados a superexpressa-la (Figura 11.36). 

Em queratinocitos tratados com TPA, PKC-a sinaliza, em parte, pela ativagao de IKK (IkB 
cinase); o ultimo fosforila IkB (inibidor de NF-kB), marcando-o para a destruigao. Assim, o 
NF-kB e liberado (veja a Figura 6.29A) e migra do citoplasma para o nucleo, onde induz a 
transcrigao de um grande “eleitorado” de genes. Entre eles estao genes que bloqueiam a apop- 
tose e favorecem a proliferagao celular. E importante salientar que o NF-kB tambem induz a 


Figura 11.36 TPA e a indugao de 
inflamagao na pele de camundongos 0 
poder inflamatorio do TPA e revelado de 
forma exagerada em camundongos 
transgenicos que superexpressam a PKC- 
a, 0 alvo intracelular do TPA, 
especificamente nos seus queratinocitos. 
(Isso e conseguido pela construgao de um 
transgene no qual a expressao do PKC-a e 
dirigida pelo promotor de transcrigao 
queratina 5, o qual e especifico para a 
pele.) Dezoito horas depois que 
camundongos do tipo selvagem ou 
transgenicos foram tratados com TPA, a 
pele dos camundongos do tipo selvagem 
(esquerda) mostra relativamente poucos 
neutrofilos (manchas escuras), os quais sao 
importantes mediadores imunes da 
inflamagao. Em contraste, a pele dos 
camundongos transgenicos (direita) mostra 
uma infiltragao extensiva de neutrofilos. Os 
neutrofilos foram detectados usando-se 
anticorpos que reconhecem um antigeno 
especifico do neutrofilo. (De C. Cataisson., 
E. Joseloff, R. Murillas et al. J. Immunol 171: 
2703-2713, 2003). 
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expressao do gene que codifica para o fator a de necrose tumoral (TNF- a), um potente 
atraente de celulas do sistema imune (i. e., uma citocina) que dispara a inflama^ao localizada 
na pele de camundongos, assim como em varies tecidos epiteliais. (Como o nome infere, o 
TNF- a foi originalmente descoberto como um indutor de morte de celulas cancerosas. No 
entanto, quando suas a^oes foram exploradas em grande detalhe, seu papel como maior 
intermediario na inflama^ao dos tecidos tornou-se evidente.) 

Camundongos que nao possuem copias funcionais do gene TNF-a respondem ao protocolo 
de carcinogenese de pele (envolvendo o iniciador DMBA e o promotor TPA) desenvolvendo 
5 a 10% dos carcinomas em camundongos selvagens. Nos ultimos animais, o tratamento 
com TPA elicitou a produ^ao de TNF- a nos queratinocitos epidermais, os quais depois 
induziram a inflama 9 ao nas celulas do estroma subjacente da derme. Juntas, essas varias 
observa 96 es sugerem a seguinte via: 

TPA —^ PKC-a —^ ^ IKK —^ ^ NF-kB —^ TNF-a —^ inflama^ao 

Em outro modelo de tumor de camundongo ilustrativo, a carcinogenese do ffgado foi provo- 
cada por meio da dele^ao do gene Mdr (resistencia a miiltiplas drogas) na linhagem germina- 
tiva do camundongo (veja a Barra lateral 7.10); a perda desse gene e do seu produto leva ao 
acumulo de acidos biliares, resultando na inflama^ao cronica do flgado. Camundongos afe- 
tados desenvolvem nodulos de hepatocitos displasicos, localizados em carcinomas hepatoce- 
lulares (HCCs) e, fmalmente, em HCCs metastaticos. 

Nos flgados desses camundongos, o TNF-a e inicialmente produzido por celulas endoteliais 
inflamadas, assim como celulas imunes inflamatorias infiltrantes no estroma, como os neutrofilos 
e macrofagos. O TNF-a liberado atua de maneira paracrina nos hepatocitos proximos, que apre- 
sentam receptores para TNF-a. Como o PKC-a nos queratinocitos, o receptor de TNF-a, ativa- 
do pelo ligante, desses hepatocitos converge os sinais atraves da via NF-kB (Se^ao 6.12). Como 
descrito anteriormente, NF-kB e despachado para o niicleo, onde ativa genes antiapoptoticos, 
genes que favorecem a prolifera^ao e o gene TNF-a. O TNF-a resultante, uma vez liberado pelos 
hepatocitos, atrai mais celulas inflamatorias por meio da sinaliza^ao pardcrina e amplifica a sinali- 
za^ao de NF-kB pelos hepatocitos por meio de sinaliza^ao autderina. 

Quando a sinalizaQo NF-kB foi bloqueada em hepatocitos de camundongos Mdr^', a inci- 
dencia de tumores foi fortemente suprimida (Figura 11.37). Essa inibi^ao da sinaliza^ao pode 
ser conseguida pela introdu^ao de um anticorpo anti-TNF-a nos camundongos Mdr'' (os quais 
bloquearam a sinalizaQo paracrina entre as celulas inflamatorias do estroma e os hepatocitos) ou 
pela expressao nao-degradavel de IkB nos hepatocitos (a qual inibiu a ativa^ao da NF-kB). Em 
ambos os casos, a perda da sinalizaQo da NF-kB resultou em Indices grandemente aumentados 
de apoptose em hepatocitos pre-neoplasicos. De fato, a preven^ao da apoptose explicaria prova- 
velmente muito do efeito promotor da inflamaQo no modelo em camundongo. Interessante- 
mente, a suspensao da sinaliza 9 ao de NF-kB nos hepatocitos nao preveniu os passos iniciais 
da progressao de tumor do figado - hepatite, inicializa 9 ao tumoral e desenvolvimento da 
displasia —, mas a subseqiiente progressao do tecido displasico de carcinomas hepatocelulares 
foi bloqueada. Por isso, nesse modelo experimental, o TNF-a e o NF-kB estao envolvidos na 
promo 9 ao, e nao nos estagios inicias de inicializa 9 ao (veja a Figura 11.37). 

Uma conclusao similar foi conseguida em estudos de modelos de canceres de colon asso- 
ciados a colite em camundongos: a inativa 9 ao da sinaliza 9 ao por IKK levou a grandes 
aumentos nas taxas apoptoticas em enterocitos pre-cancerosos - as celulas epiteliais que 
revestem o colon. Sem a sinaliza 9 ao de NF-kB, essas celulas falharam em expressar eleva- 
dos niveis do potente antiapoptotico Bcl-Xj^ (Figura 9.25) e, em vez disso, produziram 
altos niveis de proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak. Mais uma vez, alguns dos efeitos 
promotores de tumor da NF-kB puderam ser tra 9 ados pela sua habilidade de proteger 
celulas epiteliais inicializadas da apoptose. 

Essas descri 96 es indicam que a sinaliza 9 ao por NF-kB e altamente ativa nas celulas epi¬ 
teliais de tecidos inflamados (p. ex., hepatocitos no figado, enterocitos no colon). A 
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inflamagao e criada por celulas inflamatorias do sistema imune (notavelmente, macrofa- 
gos, neutrofilos, eosinofdos, mastocitos e linfocitos) que sao recrutadas para os compar- 
timentos estromais desses tecidos, onde liberam sinais pro-inflamatorios. De forma im- 
portante, a via do NF-kB tambem opera nessas cdulas imunes do estroma, permitindo- 
Ihes liberar sinais pro-inflamatorios como o TNF-a. Por exemplo, no modelo citado 
anteriormente de colite e cancer colorretal, a suspensao da sinalizagao do IKK nas celu¬ 
las imunes inflamatorias do estroma intestinal tambem levou a uma significativa supres- 
sao da formagao do tumor colorretal. 
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Figura 11.37 A inflamagao cronica do 
figado afua via NF-kB para induzir 
carcinomas hepafocelulares Nesse modelo 
de carcinogenese em camundongo, a 
delegao do gene mdr (resistencia a 
multiplas drogas) causa a inflamagao 
cronica do figado, a qual gera focos 
displaslcos entre os hepatbcitos, alguns 
dos quais progridem para formar 
carcinomas hepafocelulares. (A) Urn 
infiltrado de celulas inflamatorias no figado 
de urn camundongo mdr'- (esbogado, 
painel centra!) contrasta com urn figado 
normal (painel esquerdo) ou com o figado 
de urn camundongo mdr'- que foi tratado 
com ibuprofeno, urn potenfe 
antiinflamatorio (painel direito). Essas areas 
de infiltrado inflamatbrio parecem ser 
criticas para a formagao dos focos 
displaslcos, alguns dos quais finalmente 
progridem para carcinomas 
hepafocelulares. (B) Esses varies passes 
podem ser resumidos nesse diagrama de 
fluxo. Urn estado de inflamagao cronica 
provocado pela bile do figado atrai celulas 
inflamatbrias para o estroma do figado que 
liberam TNF-a, o qual encontra os 
hepatbcitos localizados no compartimento 
epitelial do figado. Uma vez ativado, o 
receptor TNF dos hepatbcitos atua via IKK 
para ativar a sinalizagao NF-kB nessas 
celulas, 0 que resulta na ativagao de genes 
antiapoptbticos, como o BcL-X|_, genes 
proliferativos, como aquele que codifica 
para a ciclina D1, e o gene que especifica o 
TNF-a. Juntas, essas proteinas funcionam 
nos nbdulos displaslcos dos hepatbcitos 
para facilitar a progressao de carcinomas 
hepafocelulares. Essa progressao pode ser 
bloqueada por anticorpos reativos para a 
TNF-a, assim como urn dominante-negativo 
e nao degradavel do IkB. (As agbes das 
drogas antiinflamatbrias nao estao 
explicadas nesse diagrama.) (A, de E. 
Pikarsky, R.M.Porat, I. Stein et al. Nature 
431:461-466, 2004.) 
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Nada disso explica como os NSAIDs, como aspirina, ibuprofeno e sulindac, bloqueiam a 
promofao do tumor e assim a progressao tumoral. Essas drogas, e muitas das outras NSAIDs, 
tern como alvo comum a enzima cicloxigenase-2 (COX-2; Figura 11.38). De fato, o gene 
Cox-2 e ainda outro gene que e fortemente induzido pela NF-kB. O papel cn'tico dessa 
enzima na media 9 ao das respostas inflamatorias que conduz para malignidades epiteliais e 
ilustrado por um experimento com camundongos geneticamente alterados que foram predis- 
postos, devido a uma muta^ao do gene Ape na linhagem germinativa, a desenvolver centenas 
de polipos intestinais (veja a Se^ao 7.11): o mimero de polipos foi reduzido por um fator de 
7 quando o gene Cox-2 foi inativado na linhagem germinativa desses camundongos. (Como 
COX-2, assim como o NF-kB, opera em ambas, celulas inflamatorias do estroma e cdulas 
epiteliais proximas, a perda dessa enzima provavelmente afetou ambos os tipos celulares.) De 
forma similar, quando a atividade da enzima COX-2 foi suspensa farmacologicamente (pelo 



Figura 11.38 As agoes da enzima COX-2 e a sua inibigao peia aspirina Os 
efeitos profundos da aspirina suprimindo a incidencia de uma variedade de 
canceres de ocorrencia comum parecem ser devidos a sua habilidade de atuar 
na atividade catalitica da enzima cicloxigenase-2 (COX-2), a qual e chamada, 
algumas vezes, de prostaglandina Fi^ sintase. COX-2 pode ser induzida em 
varies tecidos em resposta ao estimulo inflamatorio, diferente da, bastante 
similar, enzima COX-1, a qual e expressa constitutivamente. (A) COX-2 e uma 
enzima homodimerica. Seus sitios ativos que convertem o acido aracdonico na 
prostaglandina Gj sao muito inativados pela aspirina - acido acetiisalicilico -, a 
qual e capaz de acetilar [bolas amarelas, setas) a serina 530 da COX-2, 
deixando parte do saiicilato da molecuia de aspirina, o qual se mantem 
fracamente preso a fenda do sitio catalitico {bolas laranjas, setas). Fielices a 
(verde), algas (cinza), folhas p pregueadas {verde-claro), grupo heme 
{vermelho). (B) Em mais detaihe, as agoes da aspirina podem ser tragadas com 
grande precisao para a fenda catalitica da COX-2, na qual a acetilagao da 
serina 530 obstrui a atividade enzimatica que e responsavel por converter o 
acido aracdonico no precursor de todos os prostanoides, a prostaglandina 
esta e convertida posteriormente em prostaglandina Fig por um segundo sitio na 
enzima COX-2. (C) As duas atividades cataliticas distintas da COX-2 resultam 
na conversao do acido aracdonico na prostaglandina A ultima e entao 
metabolizada mais adiante em prostaglandina E2, a qual evoca varias das 
respostas promotoras de tumor descritas aqui. (A e B, cortesia de R.M 
Garavito.) 
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uso de um NSAID), o desenvolvimento de carcinomas mamarios em camundongos transge- 
nicos predispostos a tumores foi bastante suprimido (Figura 11.39). 

O efeito oposto foi observado quando a expressao elevada de COX-2 foi forgada no tecido 
mamario de camundongos transgenicos: esses camundongos apresentaram taxas significati- 


Figura 11.39 Inibigao da COX-2 em 
carcinomas mamarios em camundongos 
transgenicos predispostos a tumor No 
modelo da patogenese do carcinoma 
mamario de camundongo transgenico, o 
desenvolvimento de tumores, dirigido pela 
oncoproteina "middle T" de poliomavirus, e 
fortemente reduzido pelo tratamento com 
celecoxib, um NSAID que e um inibidor 
potente e seletivo da cicloxigenase-2 (COX- 
2). (A) Como indicado aqui, doses 
aumentadas dessa droga geram um 
numero progressivamente maior de celulas 
tumorais (verde-claro) que sao coradas 
pelo ensaio de TUNEL (manchas marrom- 
escuras), um marcador da apoptose. (B) 

De mode oposto, concentragoes 
aumentadas de celecoxib levam a 
diminuigao da proliferagao celular, como 
revelado pela coloragao para PCNA 
(antigeno nuclear de celula proliferativa) 
{vermelho-escuro), um marcador da 
progressao do cicio celular. Em todos os 
casos, as doses indicadas de celecoxib 
sao apresentadas como miligramas de 
droga por quilograma de peso corporal. 

(De G.D. Basu, L.B Pathangey, T.L. Tinder et 
al.. Mol. Cancer Res. 2: 632-642, 2004.) 
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Figura 11.40 Expressao da COX-2 e os 
efeitos do seu produto PGEj downstream A 
enzima cicloxigenase-2 (COX-2) e um 
importante mediador da inflamagao pela 
sua habilidade de converter o acido 
aracdonico em prostaglandinas, as quais 
geram, entre outros produtos, a 
prostaglandina Ej (PGE^). Uma vez 
produzida, a PGE^ pode atuar de maneira 
paracrina para induzir alteragoes pre- 
neoplasicas em celulas vizinhas ou de 
maneira autocrina na celula que a produziu. 
A fungao da COX-2 e, provavelmente, 
importante nos estagios iniciais da 
progressao do carcinoma em uma 
variedade de tecidos. No entanto, sua 
expressao ceiuiar tipo-especifica difere de 
um tecido para outro. (A) Em um poiipo 
coiorretai hiperplasico de humane, a 
enzima COX-2 pode ser vista por 
imunomarcagao {manchas matrons) por ser 
expressa por celuias endoteiiais e 
macrofagos. (B) Observa-se que, em um 
poiipo adenomatoso mais avangado, a 
expressao esta aumentada em 
miofibrobiastos, outro tipo ceiuiar do 
estroma (manchas matrons). (C) Nesse 
poiipo adenomatoso intestinal de 
camundongo geneticamente predisposto 
para a polipose devido a uma mutagao da 
linhagem germinativa no gene Ape (Segao 
7.11), as celulas epiteliais estao 
imunocoradas de azu! por um anticorpo 
anticitoqueratina, e as celulas do estroma 
(85% de fibroblastos e 5% de celulas 
endoteiiais) estao coradas de verde com 
anticorpo anti-vimentina. As areas 
expressando vimentina e COX-2 estao 
coradas de amarelo. (D) Na mama humana, 
no entanto, a expressao de COX-2 
(imunomarcagao marrom-escura) e 
encontrada alta em tumores pre-malignos 
nas celulas epiteliais mais propriamente do 
que nas celulas do estroma circundantes. 
(E) Alimentando-se camundongos da 
linhagem mutante Ape com PGEj (um 
produto downstream da fungao da COX-2), 
causa-se um dram&ico aumento do 
numero de polipos do colon (abaixo) 
comparado com aqueles vistos nos 
camundongos mutantesApe (acima). (A e 
B, de RA. Adegboyega, 0. Ololade, J. 
Saada et al., Clin. Cancer Res. 10: 5870- 
5879, 2004; C, cortesia de M. Sonoshita e 
M.M. Taketo; D, de YG. Crawford, M.L. 
Gauthier, A. Joubel et al.. Cancer Cell 5: 
263-273, 2004; E, de D. Wang, H. Wang, Q. 
Shi et al.. Cancer Cell 6;285-295, 2004.) 



vamente elevadas de canceres de mama. Um experimento analogo, no qual essa enzima foi 
dirigida por um transgene de camundongo que causou a sua expressao elevada em queratino- 
citos, levou a hiperplasia e displasia da pele. 

COX-2 e expressa no compartimento do estroma cedo na tumorogenese em alguns tecidos e 
no compartimento epitelial de outros (Figura 11.40). Em certos tecidos epiteliais, a expres¬ 
sao de COX-2 aumenta no compartimento epitelial conforme a progressao do tumor avanga, 
ate que sua expressao seja elevada a 10 ou mais vezes acima dos m'veis normais. 

A enzima COX-2 expressa por celulas do estroma e do epitelio produzem uma serie de pros¬ 
taglandinas a partir do acido aracdonico. A prostaglandina E 2 (PCE^) parece ser a mais im¬ 
portante delas (veja a Figura 11.38C). A aplicagao dessa prostaglandina em celulas normais 
do epitelio intestinal em cultura faz com que elas apresentem diversos tragos associados a 
transformagao ceiuiar — perda da inibigao por contato, crescimento independente de ancora- 
gem aumentado, expressao diminui'da da protei'na da superficie ceiuiar E-caderina, apoptose 
reduzida e taxa de proliferagao aumentada. Ainda mais importante, quando os camundongos 
que sao propensos a desenvolverem polipos gastrintestinais sao alimentados com PGE 2 , o 
numero desses tumores no colon aumenta dramaticamente (Figura 11.40E). 


Uma vez que o PGE 2 pode se difundir de celula a celula, e provavel que cedo durante a progressao 
tumoral a expressao de COX-2 em celulas inflamatorias do estroma resulte na liberagao dessa 
prostaglandina, a qual atua de maneira pardcrina para induzir os varios tragos associados a trans- 
formagoes em celulas epiteliais proximas (p. ex., os enterocitos do colon). No entanto, conforme 
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avan^a a progressao do tumor, os m'veis de COX-2, em aumento nos enterocitos, permitem que 
eles fa 9 am sua propria PGE 2 , a qual estimula sua prolifera^ao de uma forma autdcrina e, uma vez 
mais, permite a eles assumir varios traces associados com a transforma^ao celular. 

Estagios iniciais de polipos de colon parecem depender da inflama^ao induzida continua- 
mente por prostaglandinas como a PGE 2 para sua manuten^ao. No entanto, mais tarde, 
conforme esses crescimentos evoluem em dire 9 ao a um grau mais alto de neoplasia, eles nao 
dependem mais das prostaglandinas para sua manuten^ao e expansao. Isso imita o modelo 
experimental de carcinogenese de pele de camundongos, no qual papilomas de estagio inicial 
dependem de promotores de tumor, como o TPA, para sua manuten^ao, enquanto papilo¬ 
mas avan^ados tornam-se independentes de promotor. 

Consideradas juntas, tais observa 96 es conduzem a um modelo interessante (Figura 11.41) de 
como a inflama 9 ao em uma variedade de tecidos epiteliais, funciona como um mecanismo pro¬ 
moter de tumor e, finalmente, leva aos carcinomas. Esse esquema provavelmente mudara, visto 
que varios dos passes indicados continuam sendo objeto de investiga^ao intensa. Talvez a maior 
incerteza repouse no(s) mecanismo(s) usado(s) pelos NSAIDs para inibir a progressao do tumor: 
enquanto a COX-2 e um alvo claro da sua a^ao, e possivel que outras enzimas celulares sejam 
afetadas tambem por essas drogas, e a inibifao desses outros alvos das NSAIDs tambem contribua 
para desacelerar e bloquear a tumorogenese de multiplas etapas. 

Os detalhes do esquema descrito na Figura 11.41 tambem nos fornecem outro ponto de vista 
sobre a progressao tumoral. Muitos dos fenotipos conferidos pelas prostaglandinas associadas 
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Figura 11.41 Um modelo de inflamagao 
epitelial e promogao tumoral A informagao 
vinda da promogao tumoral de pele e 
figado, como ilustrado nas Figuras 11.31 e 
11.37, pode ser integrada em um modelo 
mais geral. 0 estimulo inflamatorio, 
incluindo as infeegoes cronicas, resulta no 
recrutamento de celulas inflamatorias para 
as areas de inflamagao. Essas celulas, 
assim como as celulas epiteliais nas 
adjacencias, liberam TNF-a, o qual ativa a 
via do NF-kB nas celulas epiteliais, 
causando a produgao de mais TNF- a, 
proteinas antiapoptoticas (p. ex., Bcl-X|_, 
IAP-1 e 2) e proteinas mitogenicas (Myc, 
ciclina D1), assim como COX-2. 
Prostaglandinas sintetizadas pela COX-2 
(sefas rosas) induzem fenotipos multiplos 
de celulas cancerosas, incluindo a perda 
da inibigao por contato, a aquisigao de 
taxas aumentadas de proliferagao e o 
crescimento independente de ancoragem 
aumentado. 0 promotor de tumor de pele 
TPA converge a essa via por meio da 
ativagao da PCK-a; em adigao, a PCK-a 
ativada pelo TPA pode induzir sinais 
mitogenicos pela ativagao dos fatores de 
transcrigao Fos, Jun e, assim, AP-1 (Segao 
6.5). Juntas, essas agoes das celulas 
inflamatorias e do TPA criam estados 
fenotipicos que se parecem bastante com 
aqueles induzidos por varios oncogenes, 
permitindo que uma celula inicializada 
lance uma expansao clonal que finalmente 
resulta na aquisigao adicional de alelos 
mutantes por seus descendentes. 
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a inflama^ao sao estranhamente similares aqueles conferidos por oncogenes que lemos ha 
pouco. Incluidas aqui, estao as caracteristicas como a perda da inibi^ao por contato, assim 
como o crescimento independente de ancoragem e a habilidade de proliferar mais rapida- 
mente. Com efeito, a promo^ao do tumor pode criar uma fenocopia das a^oes de um onco¬ 
gene, ou seja, e um estado biologico que lembra muito aquele criado por um oncogene, mas 
que surge por meio de mecanismos muito diferentes. 

Isso sugere que um mecanismo promotor de tumor pode colaborar com um oncogene de 
uma maneira que lembra a colabora^ao entre dois oncogenes (Se^ao 11.10). Assim, celulas 
tumorais inicializadas podem contar com essa forma de colabora^ao ate que seus descenden- 
tes adquiram oncogenes adicionais e, portanto, nao precisem mais depender dos efeitos re- 
versi'veis de promotores de tumor para sua conti'nua proliferaq;ao e sobrevivencia. 


11.17 A promo^ao tumoral e provavelmente um determinante 
critico da taxa de progressao tumoral em varios tecidos 
humanos 


Muitos agentes foram, ate agora, classificados como promotores de tumores humanos (Tabela 
11.3). Eles tern em comum a habilidade de promover a expansao de clones inicializados. O papel- 
chave dessa promo^ao na tumorogenese de multiplas etapas pode ser mais bem-entendido no 
contexto dos modelos de sucessao clonal descritos nas Figuras 11.12,11.17ell.l8. Para que uma 
cdula inicializada adquira uma muta^ao adicional, seus descendentes clonais devem se tornar tao 
numerosos que um segundo evento mutacional de baixa probabilidade seja, provavelmente, capaz 


Tabela 11.3 Promotores de tumor humano conhecidos ou suspeitos e seus locals de agao 


Agente ou processo 

Local do cancer 

Hormonlos I 

Estrogenio 

endometrio 

Estrogenio e progesterona 

mama 

Ovulagao 

ovario 

Testosterona 

prostata 

Drogas 

Contraceptivos orals, esteroides anabolizantes 

figado 

Analgesicos 

pelvis renal 

Diureticos 

rim 

Agentes infecciosos 

Viroses da hepatite B/C 

figado 

Schistosoma haematobium - trematodeo do sangue 

bexiga 

Schistosoma japonicum - trematodeo do sangue 

colon 

Clonorchis sinesis - fasciola hepatica 

trato biliar 

Helicobacter pyiori - bacteria 

esfomago 

Parasitas da malaria 

celula B 

Bacilo da tuberculose 

pulmao 

Agentes quimicos 

Noz-de-areca, visgo 

cavidade oral 

Mascar tabaco 

cavidade oral 

Bile 

intestino delgado 

Sal 

estomago 

Refluxo acido 

esofago 

Trauma mecanico ou fisioo 

Amianto 

mesotelio, pulmao 

Calculos biliares 

vesicula biliar 

Milho moldo grosseiramente 

estomago 

Ferimento da cabega 

meninges 

Irritagao/inflamagao cronica 

Ulceras tropicals 

pele 

Colite ulcerativa cronica 

colon 

Cistite cronica 

bexiga 

Pancreatite cronica 

pancreas 


Adaptada, em parte, de S. Preston-Martin, M.C. Pike, R.K. Ross et al.. Cancer Res. 50:7415-7421, 1990. 
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de adngir uma ou outra celula da populagao clonal agora expandida. Sem essa expansao clonal, a 
nova muta^ao secundaria provavelmente nao atingira ao menos uma das celulas descendentes 
(por ser um evento raro por geraq;ao celular), e a progressao tumoral ira parar. 

Verdadeiramente, esses varios mecanismos de promofao tumoral podem contribuir para a 
progressao do tumor de, pelos menos, tres maneiras. Primeira, como ja mencionado, os pro- 
motores podem estimular a expansao clonal que gera grandes popula^oes celulares nos quais 
diferentes eventos de baixa probabilidade tornam-se possi'veis. 

Segundo, uma vez que a prolifera 9 ao celular requer a replica^ao do DNA e que a replica^ao 
do DNA gera copias incorretas — e, assim, seqiiencias de DNA mutantes — em uma baixa 
(mas significativa) freqiiencia, agentes favorecendo a prolifera^ao celular sao indiretamente 
mutagenicos. As repetitivas divisoes celulares reservam ainda outros perigos para os genomas 
de celulas, uma vez que eventos de recombina^ao mitotica e a segrega^ao erronea dos cro- 
mossomos geram eventos de perda de heterozigosidade (LOH), permitindo que genes su- 
pressores de tumor mutantes contribuam para a progressao do tumor. 

Terceiro, como discutido no capitulo anterior, ciclos repetitivos de crescimento e divisao levam a 
diminui^ao progressiva do DNA telomerico de celulas-tronco. No final das comas, segue-se o 
colapso do telomero, e os ciclos quebra-fusao-ponte (BFB) resultam em um desarranjo do cario- 
tipo e, por isso, em mutagenese. E, como descrito na Se^ao 10.10, os ciclos de BFB ocorrendo na 
ausencia do p53 funcional levam, provavelmente, diretamente a aumentos na incidencia do cancer. 

De fato, um tipo de promo^ao tumoral — aquela envolvendo a inflama^ao — provavelmente 
tern um efeito adicional na progressao tumoral: as celulas inflamatorias que sao recrutadas 
para um tecido em geral liberam especies reativas de oxigenio (ROS); essas podem atacar e 
mutar o DNA de celulas epiteliais proximas, nisso somando-se aos efeitos mutagenicos gera- 
dos pelos processos endogenos dessas proprias celulas. 

Quando consideradas juntas, essas diversas observances indicam que a equa^ao carcinogeno = 
mutagenese, a qual previamente destilamos do trabalho de Bruce Ames (Capitulo 2), e sim- 
plista. Agora, e obvio que muitos carcinogenos tern sucesso em seu trabalho por meios que 
nao dependem da sua habilidade em danificar diretamente o DNA. Como mencionado, tais 
agentes nao-mutagenicos nao podem ser detectados pelo teste de Ames. Isso significa que um 
resultado positive no teste de Ames, o qual demonstra a genotoxicidade de um agente quimi- 
co, provavelmente (mas nao de forma garantida) prediz o seu poder de carcinogenese em 
roedores e humanos. No entanto, um resultado negative nesse teste nao exclui a possibilida- 
de do composto sendo testado poder contribuir na formanao de canceres humanos agindo 
como um promotor tumoral nao-genotoxico. 

Alguns agentes carcinogenicos, como o benzoMpireno (BP) descrito antes, quando aplicados a 
animais de laboratorio como linicos agentes, sao capazes, por si proprios, de induzir a formanao de 
tumor apos aplicanoes repetidas. Nisso, eles funcionam como iniciadores e promotores da tumo- 
rogenese e, por conseqiiencia, tern sido chamados de carcinogenos completos. Podemos imagi- 
nar, por exemplo, que certos agentes mutagenicos sejam tambem citotoxicos em altas concentra- 
noes e, portanto, ajam como promotores tumorais, matando celulas e induzindo a proliferanao 
compensatoria das celulas sobreviventes em um tecido-alvo. Mas e provavel que tais agentes de- 
sempenhem um papel menor na carcinogenese humana. A maioria dos carcinogenos genotoxicos 
entra nos tecidos humanos em concentra^oes que sao muitissimo pequenas para produzir efeitos 
citotoxicos. Por isso, para sua forma^ao, os tumores incitados por esses agentes parecem depender 
muito de outras substancias que funcionam como promotores de tumor genuinos. 


11.18 Sinopse e perpectivas 

Come^amos este capitulo com a ideia de que as mudan^as geneticas sao responsaveis por abastecer 
varios dos passos para progressao do cancer, e que cada uma dessas muta^oes pode, a principio, ser 
tra 9 ada a partir de agentes mutagenicos especificos. Conforme nossas discussoes sobre a tumoro- 
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genese de multiplas etapas prosseguiam, no entanto, tornou-se cada vez mais claro que outros 
agentes alem dos mutagenicos contribui'am para a patogenese do cancer. Mais especificamente, os 
promotores parecem ter um papel de igual peso dirigindo a seqiiencia do desenvolvimento dos 
tumores, incluindo muitos, senao todos, os canceres humanos. Essa compreensao ao mesmo 
tempo torna claras e confunde nossas tentativas de desentocar as raizes dessas malignidades. 

E possi'vel, por exemplo, que a maioria dos carcinogenos humanos atue como promotores 
tumorais (em vez de iniciadores), e que muitos tipos de tumores humanos surjam totalmente 
sem nenhuma colahora^ao de agentes genotoxicos exogenos, isso e, mutagenicos originarios 
de fora do corpo humano. Em tais tumores, o dano genetico poderia, por necessidade, ser 
gerado totalmente por processos endogenos. 

Essa especulafao vem de duas fontes. Primeira, as origens da maioria dos canceres humanos 
nao tern sido associadas a exposi^ao a agentes mutagenicos especificos. As maiores exce^oes 
aqui sao os produtos da comhustao do tahaco e os produtos do cozimento da came em altas 
temperaturas, como veremos no Capi'tulo 12. 

Segundo, o genoma em uma linica celula humana mantem cerca de 10 mil modifica^oes a 
cada dia, de acordo com algumas estimativas. Essas modifica^oes sao criadas por especies 
quimicas que tern sido geradas endogenamente por varias reafoes metaholicas. Notadamen- 
te, entre esses mutagenicos autogenos estao varias especies reativas de oxigenio (ROS) que 
surgem como suhprodutos do metaholismo oxidativo nas mitocondrias. 

Claramente, a grande maioria dessas lesoes quimicas e removida por sistema muito eficiente de 
reparo do DNA operando na maioria das celulas (Capitulo 12). Algumas dessas lesoes, no entanto, 
escapam da detec^ao e suhseqiiente reparo, sao fixadas nos genomas das celulas nas quais elas 
foram inicialmente formadas e sao, depois, transmitidas como muta^oes para as celulas descen- 
dentes. Na maioria dos tecidos humanos, o niimero de muta 96 es geradas de maneira endogena 
provavelmente faz com que o mimero de muta^oes ocasionadas por origemexogenapare^amenor. 

Essa informa^ao nos permite cogitar o seguinte cenario: alelos mutantes gerados endogenamente, 
atuando juntamente com promotores tumorais de origem exogena, dirigem a progressao que leva 
ao aparecimento de muitos tipos de canceres humanos. Esses promotores exogenos incluem gene- 
ros alimenticios, infec 96 es e ate a fuma^a do tahaco, a qual contem muitas suhstancias quimicas 
promotoras de tumor. Nesse caso, as huscas pelos carcinogenos mutagmicos exogenos que sao 
suspeitos de serem os agentes etiologicos (causadores) da maioria dos tumores humanos falharao. 

A existencia de tais suhstancias promotoras de tumor, qualquer que seja sua natureza, com- 
plica muito as tentativas de desenvolver testes de lahoratorio para os carcinogenos humanos. 
De um lado, os freqiientemente utilizados testes in vitro para a mutagenicidade (Se^ao 2.9), 
como o teste de Ames, levam a um desvio porque nao registram a presen^a de promotores de 
tumor. De outro lado, se usados sem cautela, certos candidatos a carcinogenos humanos 
sendo selecionados no lahoratorio podem ser registrados como promotores tumorais mesmo 
se esse nao for o seu papel normal (Barra lateral 11.15). 

Esses argumentos indicam que dehates enigmaticos sohre a inicializa^ao versus promo^ao do can¬ 
cer tern enormes implica^oes na saiide puhlica, e mas interpreta^oes de processos hiologicos, 
como a promo^ao tumoral, levam, por conseguinte, a maiores mudan^as nas suhstancias que 
consumimos e aquelas que deveriamos evitar (veja, por exemplo, a Barra lateral 11.16). 

O reconhecimento da inflama^ao cronica (Tahela 11.4) e de infec^oes como duas importan- 
tes fontes de promo^ao tumoral tamhem tern profundas implica^oes na redu^ao da inciden- 
cia do cancer. A inflama^ao pode ser suprimida usando-se drogas antiinflamatorias, como as 
NSAIDs, e ha grande esperan^a de que algumas delas sejam desenvolvidas nos proximos anos 
e que elas possam ser tomadas cronicamente sem efeitos colaterais inaceitaveis. 

Em uma escala global, e estimado que 9% de todas as mortes pelo cancer surjam devido a 
inflama^oes cronicas do estomago pela bacteria Helicobacter pylori, levando a carcinomas 
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gastricos, e que 6% das mortes pelo cancer estejam associadas a canceres de ffgado, a maioria 
deles causada por infec^oes cronicas pelos virus da hepatite B e C. A infec^ao cronica do 
epitelio cervical causada pelo papilomavi'rus humano, notadamente as linhagens 16, 18 e 45, 
levam, em algumas mulheres, a carcinomas cervicais que computam 5% da mortalidade 
mundial pelo cancer. (No ultimo caso, os efeitos inflamatorios cronicos de uma infec^ao viral 
sao compostos por dois oncogenes derivados do HPV, E6 e E7.) Apesar de assustadores, esses 
fatos representam uma oportunidade enorme para a redu^ao global da incidencia e mortali¬ 
dade do cancer: doen^as infecciosas sao de controle e preven^ao (por meio de imuniza^ao) 
muito mais facil do que os efeitos dos generos alimenti'cios que sao ingeridos e dos produtos 
do tabaco que inalamos. Por algumas estimativas, 450 milhoes de pessoas no mundo estao 
infectadas cronicamente pelo HBV, enquanto 200 milhoes sao portadores de longo prazo do 


Barra lateral 11.15 Os testes de carcinoma 
de roedores sao indicadores confiaveis do 
perigo para humanos? Bruce Ames, cujo 
teste Salmonella teve um profundo efeito em 
nossos testes de carcinogenos humanos po- 
tenciais (Se^ao 2.9), questionou o significa- 
do de varies testes de laboratorio corrente- 
mente usados para acessar o potencial car- 
cinogenico de varios compostos qm'micos. 
Esses testes envolvem a exposi^ao de ratos 
e camundongos a altas doses de um com- 
posto-teste por um extenso periodo, se- 
guido de exames histopatologicos para de- 
tectar tumores que possam ter surgido nos 
animais expostos. 

Muitos desses testes com roedores sao 
conduzidos em doses que estao proximas ou 
na dose tolerada maxima (MTDs) desses 
compostos; acima dessas doses, os compos¬ 
tos testados come 9 am a induzir danos 6b- 
vios em varios orgaos de sistema dos ani¬ 
mais expostos e, portanto, geram efeitos 
obvios na saude do animal. (Esses testes com 
MTD em geral envolvem exposi^ao a con- 
centra^oes que sao muitas vezes maiores do 
que aquelas experimentadas pela popula^ao 


Humana. Por exemplo, a exposi^ao Humana a 
aminas heteroclclicas, um produto do cozimen- 
to da came em altas temperaturas (veja a Se^ao 
12 .6), tem sido estimada em 1 pg por quilo de 
peso corporal por dia; apesar disso, muitos es- 
tudos com animais tem sido conduzidos em 
doses que excedem 10 mg/kg de peso corporal 
por dia — mais de 10 mil vezes maior. O motivo 
para se testar nesses m'veis altos de dosagem e 
um desejo de detectar os efeitos biologicos em 
uma popula^ao de varias centenas de animais 
de laboratorio que poderiam normalmente ser 
observados em apenas alguns indivi'duos entre 
uma popula^ao Humana de um milhao.) 

Ames argumenta que um composto testado 
na MTD pode muito bem estar exercendo seu 
efeito matando celulas em tecidos especi'ficos, 
com isso provocando prolifera^ao compensato- 
ria das celulas sobreviventes nesses tecidos. Con- 
seqiientemente, um composto introduzido em 
um roedor em concentra^oes proximas a MTD 
pode estar atuando como um mitogenico teci- 
do-especi'fico e, assim, como um promotor tu¬ 
moral, quer ou nao ele tenha tambem efeito mu- 
tagenico (Se^ao 11.13). Alternativamente, cer- 
tas substancias qui'micas testadas na MTD po- 


dem favorecer a inflama^ao, mais uma vez fa- 
vorecendo a progressao do tumor. 

A toxicidade e o efeito mitogenico secun- 
dario de compostos, naturals ou sinteticos, sao 
geralmente aparentes apenas acima de um 
certo limiar de dose, abaixo do qual esses efei¬ 
tos nao sao detectaveis. Assim, diferentemen- 
te dos mutagenicos, cujos poderes para criar 
muta^oes no genoma sao, provavelmente, 
uma fun^ao linear da dosagem, compostos 
que agem como promotores de tumor (in- 
cluindo os agentes citotoxicos) em geral tem 
curvas de respostas a dosagem nao-lineares 
(Figura 11.42). Se a verdadeira exposi^ao Hu¬ 
mana a um composto sendo testado envolve 
doses efetivas que sao milhares de vezes mais 
baixas que a MTD desse agente e se o efeito 
carcinogenico que esta sendo registrado em 
roedores deriva primariamente da promo^ao 
tumoral (devido a toxicidade na MTD), en- 
tao os resultados da alta dose em testes com 
roedores podem nao ter qualquer implica^ao 
para os riscos de saude Humana. A cn'tica de 
Ames dos testes de carcinogenos em MTD 
permanece um debate acalorado, e a questao 
esta pouco resolvida. 


efeito dose-dependente 
de agente citotoxico 



Figura 11.42 Curvas de dose e resposta a agentes genotoxicos e nao- 
genotoxicos Numerosos estudos tem mostrado que o onus mutacional 
infligido por mutagenicos e, ate uma certa concentragao, linearmente 
proporcional a dose cumulative do mutagenico administrado {linha 
vermelha). 0 risco de cancer, por sua vez, e, provavelmente, 
linearmente proporcional ao risco infligido pelas mutagoes. Por 
exemplo, 1% da dose total de um carcindgeno mutagenico 
provavelmente gera 1% de risco de carcinogenese. Em contraste, 
muitos agentes promotores de tumores, incluindo agentes citotdxicos, 
operam diferentemente (cur/a azul). Como seus efeitos dependem da 
afinidade de ligagao dos promotores a alvos proteicos nas celulas, os 
efeitos biologicos induzidos por promotores normalmente geram uma 
curva sigmoide do tipo indicado. Nesse tipo de resposta a dose, uma 
vez que a concentragao do agente caia abaixo de certo limiar, nao ha 
virtualmente efeito biologico. De modo oposto, uma vez que aumentem 
acima de certo limiar, seus efeitos biologicos sao maximos, e nao 
podem aumentar mais. Sendo assim, 1% da dose de tal agente 
promoter pode induzir muito menos do que 1% do efeito biologico. 
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Barra lateral 11.16 A sacarina causa cancer? Uma controversia cienti- 
fica tern perturbado a comunidade de pesquisadores da carcinogenese 
qui'mica por quase quatro decadas. Em 1970, pesquisadores descobri- 
ram que tabletes de sacarina implantados nas bexigas de ratos machos 
resultavam em um aumento marcante na taxa de cancer de bexiga. Isso 
resultou em um medo generalizado de que milhoes de indivlduos obe- 
sos ou diabeticos que estavam usando esse ado^ante artificial estives- 
sem expostos a um carcinogeno na sua dieta diaria. 

Como se mostrou, a evidencia apontando para a carcinogenici- 
dade da sacarina era muito peculiar. Ela nunca se registrou como 
mutagtoico no teste de Ames. De fato, uma vez que o ion da sacari¬ 
na presente em solu^ao e negativamente carregado, ele tern pouca 
afinidade pelo DNA. Alem disso, os efeitos carcinogenicos dos ta¬ 
bletes implantados eram vistos muito depois que a sacarina tinha 
sido lavada, deixando apenas o velculo usado na constru 9 ao dos ta¬ 
bletes - o colesterol. Isso sugeriu que a irrita^ao mecanica da parede 
da bexiga causada por esses tabletes contribuia para a tumorogenese 
observada. Tumores eram observados apenas quando a sacarina cons- 
tituia 2,5 ou 5% da dieta total dos ratos machos (essa sendo a dose 
equivalente aquela de um humano tomando 750 xicaras de cafe por 
dia, cada uma com uma pilula de sacarina). O cancer de bexiga nao 
foi observado em nenhuma outra especie de mamifero exposta a 
sacarina, incluindo macacos que consumiram doses substanciais por 


mais de 20 anos. Camundongos expostos a dieta contendo 7,5% de 
sacarina nao mostraram sinais de cancer de bexiga. 

Ratos machos (mas nao femeas) excretam, em sua urina, grandes quan- 
tidades de uma proteina chamada “proteina urinaria principal” (MUP); 
estima-se que a concentra^ao da MUP na urina de rato seja de 100 a 1.000 
vezes mais alta do que na urina humana. MUP, atuando junto aos Ions de 
sacarina, disparou a forma^ao de co-precipitados e co-cristais, os quais se 
acumularam em altas concentra^oes na bexiga do rato macho. (Esses cris- 
tais foram tambem formados por sais de outros acidos ionizados, os quais 
tambem foram efetivos promotores tumorais na bexiga de ratos machos.) 
Esses precipitados atuaram na irrita^ao e inflama^ao de celulas do urotelio 
dos ratos machos - o epitelio especializado que reveste a bexiga -, gerando 
um efeito promotor de tumor. 

Experimentos como esses ilustram os riscos dos testes de carcinogenos 
em modelos com roedores. E muito difundido, mas ainda nao e um con¬ 
sensu universal na comunidade de pesquisa do cancer, que a sacarina e 
totalmente inofensiva. Trinta anos apos o inicio dessa controversia, nao ha 
ainda evidencias epidemiologicas de que o vasto mimero de diabeticos que 
experimentam a exposi^ao cronica a sacarina por muitos anos sofreram 
algum aumento do risco de desenvolver carcinomas de bexiga. (O ado 9 an- 
te continua banido no Canada e na California!) Entao, promotores tumo¬ 
rais trabalham de forma estranha e complexa, e compara^oes interespe- 
ci'ficas para detecta-los sao perigosas. 


HCV. Esses niimeros indicam o enorme beneflcio que pode derivar da preven^ao dessas 
doen^as virais. 

Processes inflamatorios estao tambem implicados na promo^ao de varies tipos de cance- 
res humanos nao-virais. Nesses cases, as oportunidades de desenvolver drogas anticancer 
futuras derivam dos recentes avan^os na elucida^ao de detalhes bioqufmicos da inflama- 
9 ao e de suas contribui^oes especiTicas na promo^ao tumoral. A cicloxigenase-2 (COX- 
2 ) esta claramente no centre desse processo, e varies agentes antiinflamatorios (i. e., 
NSAIDs) destinados a essa enzima sao conhecidos por serem efetivos no decrescimo de 
varies tipos de cancer. Infelizmente, no entanto, o uso por periodos longos de alguns 
desses agentes induz efeitos colaterais inaceitaveis em alguns indivlduos, incluindo com- 
plica 96 es cardiovasculares fatais. Presumivelmente, esses efeitos colaterais sao devidos ao 
fato de que a COX-2 gera um mimero de prostaglandinas distinto, e cada uma dessas 
induz miiltiplas repostas celulares downstream. 


Tabela 11.4 Ligagoes entre a inflamagao e a patogenese do cancer 
Muitas condigoes inflamatorias predispoem ao cancer 
Canceres aparecem em locals com Inflamagao cronica 

Pollmorfismos funclonals de genes da citocina estao assoclados com a suscetibilidade e gravidade do cancer 

Populagoes distintas de celulas Inflamatorias sao detectadas em muitos canceres 

A infiltragao de macrofagos associada com a extensao do tumor esta correlaclonada com o prognostico 

CItocInas Inflamatorias sao detectadas em muitos canceres; altos nlvels estao assoclados com um mau prognostico 

Quimlocitocinas sao detectadas em muitos canceres, elas estao assocladas com o Infiltrado Inflamatorlo e com a motllldade celular 

A anulagao das citocinas e quimlocitocinas protege dos carcinogenos, de metastases experimentais e stndrome linfoproliferativa 

CItocInas inflamatorias estao implicadas na agao de carcinogenos nao-genotoxicos do ffgado 

0 fator de necrose tumoral da citocina inflamatoria e diretamente transformante in vitro 

0 uso a longo prazo de NSAID diminui a mortalidade pelo cancer colorretal 


Cortesia de F. Balkwill; de F. Balkwill e A. Mantovani, Lancet 357: 539-545,2001. 
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Entretanto, as perspectivas sao brilhantes para o desenvolvimento de potentes agentes 
anticancer que tenham atividade profilatica (preventiva) e terapeutica que afetem a via 
da COX-2, mas nao criem os efeitos colaterais associados ao uso a longo prazo das NSAI- 
Ds. Assim, sabe-se que o produto-chave da a^ao da COX-2 na promo^ao tumoral, a 
prostaglandina Ej (PGEj), se liga e ativa pelo menos oito diferentes receptores tipo ser¬ 
pentina da superfi'cie celular (veja as Se^oes 5.7 e 6.11), e cada qual presumivelmente 
evoca o seu proprio subconjunto de respostas downstream. Portanto, o desenvolvimento 
de drogas bastante especi'ficas com o proposito de inibir um ou outro desses receptores 
provavelmente gerara agentes com efeitos significativos na redu^ao da promo^ao tumo¬ 
ral associada a inflama 9 ao, e com poucos efeitos colaterais associados aos antagonistas da 
COX-2 de ampla atua^ao. 

O estrogenio, a progesterona e os androgenios aparecem indistintamente na maioria das 
discussoes sobre o cancer humano, porque tern papeis cn'ticos na patogenese dos carcinomas 
de mama, endometrio e prostata. Juntos, esses tumores somam cerca de 9% de toda a morta- 
lidade por neoplasias no ocidente. Esses hormonios atuam estimulando a prolifera^ao das 
celulas epiteliais nos tecidos que respondem a eles e, portanto, podemos inclui'-las em nosso 
esquema conceitual de inicializa^ao e promo^ao tumoral. Outro hormonio sistemico - IGF-1 
(fator de crescimento 1 semelhante a insulina) — parece tambem funcionar como um impor- 
tante promotor tumoral, porque protege as celulas pre-malignas da apoptose e pode, tam¬ 
bem, estimular a sua prolifera^ao. 

De forma significativa, esses hormonios continuam tendo papeis importantes na tumoroge- 
nese, uma vez que a progressao tumoral de multiplas etapas tenha gerado malignidades ma- 
duras. A prolifera^ao das celulas cancerosas em muitos tumores de mama bem-estabelecidos, 
e em praticamente todos os tumores de prostata, depende da contmua presen^a de estroge- 
nios e androgenios, respectivamente. A presen^a contmua do IGF-1 tambem parece ser re- 
querida por varies tumores recem-formados. Essa dependencia para a progressao destaca 
uma questao mais geral que continua relativamente inexplorada pelos pesquisadores do can¬ 
cer: em qual extensao uma variedade de malignidades, uma vez formadas, continua a depen- 
der de promo to res tumorais que ajudou a cria-las? 

Podemos colocar uma questao diferente, mas relacionada: os tumores maduros continuam a 
depender dos alelos mutantes que foram criados decadas antes pelos mutagenicos iniciado- 
res? Ou essas mutafoes anteriores, as quais ocorrem como passo inicial para a progressao 
tumoral, se tornam irrelevantes depois, quando, subseqiientemente, os alelos mutantes ad- 
quiridos assumem o trabalho de programar a prolifera^ao das celulas cancerosas? 

As respostas mais diretas para essa questao vem de experimentos com modelos do desenvol¬ 
vimento do cancer em camundongos, em particular camundongos transgenicos nos quais 
certos oncogenes sao ativados em tecidos especfficos; essas ativa^oes genicas levam, fmalmen- 
te, a tumores nesses tecidos. Em alguns desses modelos de camundongo, transgenes iniciado- 
res, como myc e ras, tinham sido inativados por uma variedade de meios muito depois que 
tumores substanciais tivessem sido formados. Os efeitos no crescimento tumoral que tern 
sido observados ate agora sao conflitantes. 

Em geral, esses tumores colabam rapidamente quando destituldos dos oncogenes que, origi- 
nalmente, levaram a sua forma^ao. Por isso, nesses casos, os alelos oncogenicos mutantes 
foram importantes para a inicializagdo do estado canceroso, assim como, muito mais tarde, 
para sua manutengdo. Explicado de forma diferente, os alelos mutantes que foram acumula- 
dos em passos posteriores da tumorogenese de multiplas etapas nao tornam os anteriores 
desnecessarios. No entanto, em varios relatorios de pesquisa, o desligamento dos oncogenes 
iniciadores neu, myc ou wnt apos a forma^ao dos tumores levou, apos curtas redu^oes, ao 
crescimento desses tumores novamente. Nesses casos, os oncogenes iniciadores nao eram 
mais requeridos para a expansao dos tumores recorrentes. 

Podemos assumir, no momento, que esses varios modelos de forma^ao dos canceres de ca¬ 
mundongo refletem os mecanismos operando nos humanos da mesma forma. Se for assim. 
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esses efeitos observados do desligamento dos oncogenes iniciadores guardam profundas im- 
plica^oes para o desenvolvimento de novos tipos de terapeutica do cancer, um topico que 
retomaremos no Capi'tulo 16. For exemplo, se um alelo ras mutante e encontrado no genoma 
de uma celula tumoral, esse tumor pode ser curado por drogas dirigidas para a oncoprotema 
Ras, ou essa oncoprotema, que pode ter tido um papel-chave na inicializa^ao da forma^ao 
tumoral, tera se tornando irrelevante, posteriormente, a prolifera^ao e a sobrevivencia das 
celulas desse tumor? 

O vasto nurnero de altera^oes geneticas presentes nos genomas de celulas cancerosas 
humanas complica muito a maior meta das pesquisas atuais do cancer: descri 96 es da 
“biografia genetica” de varios tipos de tumores humanos - a sucessao de altera^oes gene¬ 
ticas que programam o fenotipo neoplasico das celulas nesses tumores. O mimero de 
seqiiencias de DNA alteradas nos genomas da maioria dos tipos de celulas dos canceres 
humanos claramente faz parecer menor o pequeno mimero de altera^oes geneticas (e 
metila 96 es do promotor) que tern papel causal dando seqiiencia a progressao tumoral. 
No presente, possufmos apenas ferramentas rudimentares para “distinguir o trigo do 
joio” — o pequeno mimero de mudan^as geneticas biologicamente importantes da gran¬ 
de multidao de mudan^as geneticas irrelevantes que estao presentes no genoma de prati- 
camente todas as celulas cancerosas humanas. 

Apesar desses problemas verdadeiramente intimidadores, ha otimismo para que logo possa- 
mos ser capazes de formular alguns principios organizadores basicos que coloquem todos os 
tipos de tumores humanos sob um teto conceitual comum. Uma vez que esses principios 
estejam bem-estabelecidos, seremos capazes de usa-los para explicar por que varios tumores 
humanos adquirem certas combinafoes de genes mutantes (e metilados). Especificamente, 
exames dos fenotipos de uma variedade de tipos de tumores humanos tern levado a proposi- 
9 ao de que todas as celulas de canceres humanos muito avan^ados compartilham um mimero 
comum de atributos essenciais que elas adquiriram na rota para os estados de malignidade. 
Esses sao (1) a redu^ao da dependencia de fatores de crescimento mitogenicos exogenos 
(Capitulos 5 e 6 ); (2) a resistencia adquirida a sinais inibitorios de crescimento, como aqueles 
fornecidos pelo TGF-P (Capitulo 8 ), (3) a habilidade de multiplicar indefmidamente, isto e, 
a prolifera^ao de celulas imortalizadas (Capitulo 10); (4) a suscetibilidade reduzida a apopto- 
se (Capitulo 9); (5) a habilidade de gerar novos vasos sangiiineos — angiogenese (Capitulo 
13); ( 6 ) a aquisi^ao de habilidade invasiva e metastatica (Capitulo 14); e uma setima que 
permanece um pouco menos documentada: (7) a habilidade de escapar da elimina^ao pelo 
sistema imune (Capitulo 15). 

Verdadeiramente, algumas das observances descritas neste capitulo sustentam muito ainda 
outro atributo compartilhado. Nossa discussao da evolunao e sucessao clonal levou a conduit 
que, para que esses eventos ocorram em uma freqiiencia razoavel, as taxas de mutanoes nas 
populanoes de celulas-tronco tumorais devem ser anormalmente altas. Na ausencia dessa 
mutabilidade aumentada, as celulas-clone podem nao acumular as alteranoes geneticas miil- 
tiplas durante o tempo de vida humano que sao requeridas para formanao do cancer. Juntas, 
essas especulanoes e observances convergem para um oitavo atributo que pode muito bem ser 
compartilhado por praticamente todos os genomas das celulas cancerosas humanas: ( 8 ) aqui- 
sinao da instabilidade genomica (Capitulo 12). 

Se aceitarmos essa lista pelo menos como uma tentativa, precisaremos relacionar a aquisinao 
de cada um desses tranos a passes especificos da progressao tumoral de miiltiplas etapas. Por 
exemplo, poderiamos assumir que cada passo na progressao de um tumor humano e marcado 
por uma alteranao de um gene distinto, conseguida seja por meio de mutanao genetica ou de 
metilanao epigenetica. Alem disso, podemos imaginar que cada um dos passes na progressao 
tumoral gera um dos 7 ou 8 atributos listados anteriormente. Isso poderia criar um cenario 
de um gene — um fenotipo que poderia simplificar muito nossa compreensao sobre a progres¬ 
sao de tumores humanos. 

Apesar de atraente, tal pensamento e simples, uma vez que nao ha um mapeamento um-para- 
um entre alteranoes especificas em um gene e a mudanna correspondente no fenotipo da 
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celula. Em vez disso, muitos dos fenotipos das celulas cancerosas sao conseguidos por meio 
da colabora^ao da a^ao de varies genes ou altera^oes geneticas (Figura 11.43). Por exemplo, 
a resistencia adquirida a apoptose por celulas cancerosas humanas geralmente resulta da ati- 
va^ao da via de sinaliza^ao de Ras (a qual ativa energeticamente a cinase antiapoptotica PKB/ 
Akt), assim como da inativa^ao da via de sinaliza^ao da p53. 

Do mesmo modo, a muta^ao de certos genes cancerosos que agem pleiotropicamente pode 
conferir varies beneficios fenoti'picos distintos simultaneamente. Assim, a forma^ao de um 
oncogene myc pode concomitantemente desregular a via de sinaliza 9 ao de pRb (a qual em 
geral permite as celulas responder normalmente aos sinais inibitorios de crescimento), 
auxilir na desrepressao do gene hTERT (o qual permite a imortaliza^ao da celula) e redu- 
zir a dependencia da celula ao mitogeno. Entao, a esperan^a de um esquema simples e 
frustrada pela realidade biologica de como cada um desses genes e protemas codificadas 
verdadeiramente opera. 

Conhecendo essa complexidade, poden'amos ainda desejar uma outra tentativa de tipo de 
mapeamento. Poden'amos imaginar que cada fenotipo biologico das celulas cancerosas e um 
resultado direto de um subcircuito regulatorio que governa a vida da celula (Figura 11.44). 
Se for assim, talvez possamos explicar a progressao tumoral como uma desregulaq;ao progres¬ 
siva de um numero de subcircuitos distintos na celula. 


Um exame da Figura 11.44 nos da algum encorajamento. Por exemplo, a aquisi^ao da inde- 
pendencia de mitogenos e adquirida basicamente pela ativa^ao do receptor de tirosina cinase 
(RTK)^Ras—^via do MAPK, enquanto a resistencia a apoptose e adquirida por meio de 
lesoes no subcircuito que governa a morte celular programada. Outro atributo adquirido 
pode tambem estar relacionado a por^oes distintas do diagrama desse grande circuito. Ainda, 
mesmo aqui nao ha clareza e compartimentaliza 9 ao simples, porque ha numerosas conexoes 
cruzadas entre os varios subcircuitos que operam nas celulas. Alem disso, varios subcircuitos 
geralmente colaboram para criar fenotipos distintos de celulas cancerosas. 


Entretanto, com todas essas limita^oes em mente, a Figura 11.44 e outras como ela inspiram 
uma esperan^a que pode muito bem se realizar em algum momento durante as primeiras 
decadas deste novo milenio: em algum ponto, entenderemos verdadeiramente em detalhe 
como cada um desses subcircuitos opera para regular o fenotipo da celula. Estaremos aptos a 
modelar as opera^oes de cada um matematicamente. Seremos capazes de ponderar o corn- 
portamento das celulas cancerosas como um todo em termos das intera^oes de defeitos mo- 
leculares especi'flcos em cada um desses circuitos regulatorios. 
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Figura 11.43 Celulas cancerosas: 
genotipos versus fenotipos Durante o curso 
da progressao tumoral, as celulas humanas 
adquirem varios fenotipos associados ao 
cancer, independentemente disso, 
experimentos em laboratorio revelam que 
diversos genes distintos devem ser 
introduzidos nas celulas humanas para 
leva-las a um estado tumorogenico. Isso 
levanta a questao de como cada um 
desses genes introduzidos contribui com 
os fenotipos celulares associados a 
tumorogenicidade. Como indicado aqui, 
genes como aquele que codifica para 
hTERT, a subunidade catalitica da 
telomerase, afetam apenas o fenotipo da 
imortalizagao, enquanto outros genes, como 
0 gene que codifica a p53, afetam pelo 
menos tres fenotipos distintos - resistencia a 
inibigao do crescimento, evasao da apoptose 
e imortalizagao. A proteina de agao mais 
abrangente e, provavelmente, a Ras, a qual 
afeta a suscetibilidade a apoptose, a 
dependencia a mitogenos exogenos, a 
angiogenese e a habilidade invasiva/ 
metastatica. Por isso, um mapeamento um- 
para-um entre genes e fenotipos associados 
ao cancer nao e possivel. 
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Figura 11.44 0 circuito de sinalizagao intraoelular e a colaboragao 
entre os genes assooiados ao cancer 0 desenho do circuito de 
transdugao de sinal em celulas de mamiferos foi revelado, parte por 
parte, no quarto de seculo passado. Este diagrama indica apenas 
uma porgao das proteinas que desempenham papeis criticos na 
modulagao do fluxo de sinais atraves de varies circuitos operando 
em nossas celulas. Como indicado aqui por varies sombreamentos, 
diferentes subcircuitos estao envolvidos na regulagao de processos 
fisioldgicos celulares distintos. Assim, o circuito mitogenico, 
crescimento-promogao {vermelho-claro), o circuito governando os 
sinais de inibigao de crescimento (marrom-claro), o circuito 


governando a apoptose {verde-claro) e o circuito governando a 
invasividade e a metastase {azul-claro) podem ser especificados a 
regioes distintas do mapa do circuito-mestre da celula de mamifero. 
(Note que o circuito governando a mitogenese se sobrepoe em parte 
ao circuito governando a invasividade da celula cancerosa, urn 
indicativo do fato de que urn conjunto comum de proteinas medeia 
ambas as respostas biologicas.) Presumivelmente, a modelagem 
matematica desses varies circuitos urn dia provera uma base 
mecanicista de por que a tumorogenese e urn evento de multiplas 
etapas em mamiferos. (Adaptada de D. Hanaban e R.A. Weinberg, 
Cell 100: 57-70, 2000.) 


Fechamos este capi'tulo recordando o oitavo atributo que foi dado as celulas do cancer — a 
aquisigao de genomas mutaveis. Dada a baixa probabilidade de cada passo individual na 
progressao tumoral, a conclusao do processo como um todo se torna extremamente improva- 
vel; mesmo assim, os canceres ocorrem com uma freqtiencia substancial na populagao huma- 
na. O proximo capi'tulo esta focado em tentativas de resolver esse dilema e revelar como um 
processo de doenga impossivel matematicamente se torna, de modo bastante freqiiente, a causa 
de 20% da mortalidade humana. 


Conceitos-chave 

• O processo de formagao tumoral e um complexo de multiplas etapas envolvendo altera- 
goes multiplas das celulas e dos mecanismos de controle fisiologico. 

• A complexidade desse processo e refletida pelos longos pen'odos requeridos pela maioria 
dos canceres humanos para se desenvolverem. 

• Essas mudangas envolvem a ativagao de oncogenes e a inativagao de genes supressores de 
tumor. 
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• O niimero de passes requeridos para transformar experimentalmente celulas humanas e 
maior do que aquele necessario para transformar celulas de camundongos de laboratorio. 

• Essas alterafoes afetam miiltiplos circuitos regulatorios distintos nas celulas e funcionam 
de mode complementar para criar o fenotipo celular neoplasico. 

• Algumas dessas mudan^as ocorrem como resultado direto das a^oes de mutagenicos exo- 
genos, e a exposi 9 ao a esses mutagenicos pode representar um “limitante da taxa” deter- 
minante da progressao tumoral. 

• Em varias ocasioes, no entanto, a taxa de progressao tumoral pode ser governada pela 
a^ao de agentes promotores nao-mutagenicos, os quais podem determinar a taxa de ex- 
pansao dos clones de celulas mutantes. 

• Em varies canceres humanos, esses estfmulos nao-mutagenicos crfticos e promotores de 
tumor incluem a estimulaq:ao mitogenica e a inflama^ao cronica. 

• A multiplicidade de passes requerida para o aparecimento de canceres humanos nao 
e conhecida, em parte porque certas mudan^as podem ocorrer rapidamente e, por- 
tanto, podem nao ser “limitantes da taxa”, enquanto outras podem requerer uma 
decada ou mais para se completar. 

• A progressao tumoral de miiltiplas etapas pode ser descrita como uma forma de evo- 
lu^ao darwiniana ocorrendo nos tecidos. No entanto, como algumas mudan^as criti- 
cas ocorrendo durante a tumorogenese sao epigeneticas e como a taxa de diversifica- 
^ao genetica pode ocorrer muito rapidamente, as describees classicas da evolubao 
darwiniana precisam ser modificadas. 

• Na maioria, mas nao em todos os modelos transgenicos de tumorogenese, as alteraboes da 
inicializabao continuam a ser requeridas para a progressao tumoral, muito depois que esse 
processo tenha side completado. 

• O numero de mudanbas geneticas encontrado nos genomas de celulas cancerosas humanas 
excede muito o numero requerido para que a tumorogenese se complete, complicando a 
identificabao das mudanbas cn'ticas que sao casualmente importantes na formabao do tumor. 

• A descoberta de celulas-tronco cancerosas muda muito nossos conceitos sobre os meca- 
nismos da tumorogenese de miiltiplas etapas, uma vez que essas celulas auto-renovantes, 
mais propriamente do que a massa populacional de celulas cancerosas, podem ser os 
objetos de alteraboes geneticas e selebao clonal. 


Questoes elaboradas 


1. Conhecendo as varias modificaboes geneticas e epigeneticas que 
ocorrem durante a tumorogenese de miiltiplas etapas, quais delas 
voce diria que sao provavelmente descobertas prontamente e 
quais podem ser difleeis de identificar? Descreva as razoes para 
essas alegaboes. 

2. Alguns dos genes supressores de tumor inativados durante a 
tumorogenese de miiltiplas etapas podem ser prontamente iden- 
tificados devido a LOH na regiao cromossomal que os carrega, 
enquanto outros podem ser difleeis de identificar dessa manei- 
ra. Descreva os fatores que permitem e aqueles que complicam 
essa identificabao. 

3. Quais sao os argumentos a favor da nobao de que todos nos 
carregamos uma min'ade de clones de celulas inicializadas pre- 
malignas por todo o corpo? 


4. Quais os argumentos que podem ser reunidos que favorecem a 
nobao de que a maior parte dos carcinogenos humanos atua mais 
como promotores do que como iniciadores da tumorogmese? 

5. Quais as diferentes abordagens que podem ser usadas para esti- 
mar o niimero de passes na progressao tumoral de miiltiplas 
etapas e como cada uma dessas abordagens falhou? 

6. Como a informabao atual disponivel sobre a progressao tumo¬ 
ral de miiltiplas etapas pode fornecer pistas sobre as estrategias 
de prevenbao de tumores detectaveis clinicamente? 

7. Quais os mecanismos que permitem a infecboes virais cronicas 
exercerem uma influencia carcinogenica em um tecido? 

8. Descreva os varies mecanismos da promobao tumoral e os trabos 
que eles compartilham em comum e aqueles que os distinguem. 
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Capitulo 12 


Manutengao da Int^ddade 
Genomica e o Desenvolvimento 
de C^cer 


“Quando interpretados pela primeira vez, as ramifica^oes do DNA e o codigo 
genetico... Nos esquecemos completamente o possiVel papel de enzimas no 
reparo... Depois eu entendi que o DNA e de tal forma precioso que provavel- 
mente muitos mecanismos distintos de reparo poderiam existir.” 

Francis H. C. Crick, biologista molecular, 1974. 


“A capacidade de se enganar sutilmente e a verdadeira maravilha do DNA. 
Sem esse atributo especial, nos ainda sen'amos bacterias anaerobicas, e nao 
baveria miisica.” 

Lewis Thomas, biologista, 1979. 


O fato de que a forma^ao de tumores humanos e um processo complexo, com diversos 
passos, significa que miiltiplas linhas de defesa contra o cancer devem ter sido estabele- 
cidas em nossas celulas, cada uma mantida por um circuito regulatorio complexo. O corpo 
humano - na verdade, suas celulas individuals - devem confiar a essas defesas anticancer a 
manuten^ao de seu constituinte mais estavel e fidedigno; as moleculas de DNA. Por longos 
pen'odos, as seqiiencias de DNA sao os componentes mais fixos e imutaveis de uma 
celula; muitas outras partes estao em fluxo constante, sendo criadas e quebradas conti- 
nuamente. 

De acordo com essa logica, e realmente a estabilidade das moleculas de DNA que refor^a as 
defesas anticancer mais robustas. Devido ao fato de haver miiltiplas linhas de defesa que 
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dependem da estabilidade do DNA, e ja que para encontrar uma brecha nessa defesa geral- 
mente a ocorrencia de um raro evento mutacional e necessaria, a probabilidade de as popula- 
goes celulares prosseguirem todo o caminho ate um estado neoplasico deve ser astronomica- 
mente pequena. 

Dessa forma, alguem com fobia ao cancer pode descansar tranqiiilo a noite, confiante na 
multiplicidade celular e nos mecanismos de defesa que a evolugao montou para nos 
proteger de neoplasias. Porem, existe uma conflitante inconsistencia aqui: se o mimero 
de mecanismos de defesa anticancer fosse realmente tao eficiente como demonstrado 
neste texto, e o rompimento dessas defesas fosse normalmente dependente de eventos 
raros de mutagao, os canceres jamais afetariam as populagoes humanas. Ainda assim, eles 
afetam. Em populagoes ocidentais, nas quais as mortes por doengas infecciosas sao rela- 
tivamente pouco freqiientes, por volta de uma pessoa em cinco esta destinada a morrer 
de algum tipo de cancer. Assim, a populagao celular do cancer consegue o que parece 
impossi'vel — adquirindo uma quantidade substancial de alelos mutantes (e metilados) 
durante um periodo de algumas decadas. 

Pesquisadores trabalhando em Seattle, Washington, tentaram resolver esta inconsistencia ja 
em 1974. Eles propuseram que a unica solugao para esse dilema logico deveria depender de 
um aumento drastico na taxa de mutagao: as populagoes celulares a caminho de se tornarem 
malignas deveriam possuir genomas que eram mais susceti'veis a mutagao do que os genomas 
de celulas normais - uma condigao as vezes chamada de fenotipo mutante. Tais especulagoes 
receberam grande apoio recentemente, ja que tipos diferentes de instabilidade genetica foram 
documentados nos genomas de celulas de cancer. 

Neste capi'tulo, direcionaremos grande parte de nossa atengao para dois problemas impor- 
tantes. Primeiro, como celulas e tecidos humanos normais conseguem manter as taxas de 
mutagao tao lentas? E, segundo, quais sao as estrategias para suprimir as mutagoes que sur- 
gem durante a patogenese do cancer em humanos? 

12.1 Os tecidos sao organizados para minimizar o acumulo 
progressivo de muta^oes 

Em diversas ocasioes durante este texto, descrevemos os efeitos de carcinomas e promotores 
de tumor em celulas-alvo em todo o corpo. No entanto, as identidades biologicas especi'ficas 
dessas celulas-alvo nunca foram explicitadas. Como resultado, o conhecimento da natureza 
dessas celulas e cn'tico para o entendimento de como a integridade do genoma e mantida. 
Para explorar este assunto, precisamos adentrar profundamente a organizagao de tecidos e os 
varios tipos celulares que formam tecidos. Seu comportamento biologico nos fornece esclare- 
cimentos das estrategias exploradas pelos tecidos e celulas para minimizar o acumulo de 
lesoes geneticas. 

Conforme descrito anteriormente (Segao 11.6), um esquema bastante comum parece expli- 
car a construgao e manutengao de muitos tecidos em todo o corpo. Em cada tecido, um 
mimero relativamente pequeno de celulas habita seu compartimento de celulas-tronco. Es- 
sas celulas auto-renovadoras podem constituir uma fragao minima de toda a populagao celu¬ 
lar de um tecido, algumas vezes tao pouco quanto 0,1 a 1% do total de celulas. Na verdade, 
na maioria dos tecidos, esses mimeros representam nada mais do que palpites pobremente 
estimados. Ja que essas celulas-tronco estao presentes em mimeros bastante reduzidos, pos- 
suem uma aparencia nao particularmente distinta e estao freqiientemente espalhadas entre 
outras celulas de um tecido, elas sao dificeis de serem identificadas e estudadas. Como conse- 
qiiencia, muito do que esta descrito a seguir e baseado em inferencias, em vez de em observa- 
gao direta das celulas-tronco e suas propriedades. 

Iremos revisar brevemente as discussoes do Capi'tulo 11 acerca de celulas-tronco. Agora, no 
entanto, nosso foco serao as celulas-tronco normais dos tecidos, em vez do conjunto de celu¬ 
las-tronco cancerosas que residem dentro de um tumor. Como no caso dos tumores, as 
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Figura 12.1 Organizagao tecldual e 
protegao do genoma de celulas-tronco A 
organizagao de multos tecldos epitellals 
parece estar de acordo com o esquema 
mostrado aqui. Conforme Indicado, cada 
celula-tronco {azul) divide-se apenas 
ocaslonalmente, de modo assimetrico, para 
gerar uma nova celula-tronco fllha e uma 
celula-fllha ampllficadora transltdria. Estas 
celulas-tronco com frequencia estao 
anatomicamente protegidas de agentes 
tdxicos. As celulas-fllhas amplificadoras 
transitdrias {verde) sofrem ciclos repetidos 
de crescimento e divisao, expandindo-se 
exponencialmente. Finalmente, os produtos 
dessas divisoes sao diferenciados para 
formar celulas pds-mitoticas, altamente 
diferenciadas {vermelho). As celulas 
altamente diferenciadas, que estao 
frequentemente em contato com diversos 
agentes tdxicos, sao afetadas com certa 
frequencia; entao, qualquer alelo mutants 
que surja nessas celulas sera perdido, 
cedo ou tarde, e nao mais fara parte do 
tecido. Isso significa que os genomas das 
celulas-tronco sao protegidos por meio de 
dois mecanismos: as celulas-tronco 
raramente se dividem, e essas celulas sao 
anatomicamente protegidas de influencias 
nocivas, potencialmente mutagenicas. 


celulas-tronco em um tecido normal sao auto-renovadoras, ja que ao menos uma de duas 
celulas-fllhas de uma celula-tronco em divisao ira reter o fenotipo exibido pela celula-mae 
antes da divisao. Em muitos tecidos, a segunda celula-filha e seus descendentes em amplificagao 
passarao por um niimero substancial de divisoes celulares antes de entrar em um estado pos- 
mitotico, altamente diferenciado. Essas celulas ativamente em divisao, que servem como interme- 
diarias entre uma celula-tronco e seus descendentes diferenciados, podem, por sua vez, gerar 
dezenas e ate centenas de descendentes diferenciados da segunda celula-filha (Figura 12.1). 

O aumento exponencial no numero de celulas amplificadoras transitorias significa que uma 
celula-tronco necessita se dividir apenas em ocasioes raras, para manter um grupo significati- 
vo de celulas no estagio final, altamente diferenciado, no tecido. Assim, se poderia pensar que 
as celulas-tronco participam de ciclos continuos de crescimento e divisao, mas o que 
frequentemente ocorre na realidade e bastante diferente: as celulas amplificadoras tran¬ 
sitorias representam a maior parte da atividade mitotica na maioria dos tecidos. Ja que a 
replicagao do DNA que ocorre durante cada ciclo celular e inerentemente capaz de pos- 
suir erros, esse esquema reduz o risco de que mutagoes acumulem-se nos genomas das 
celulas-tronco de um tecido. 

Em muitos tecidos epiteliais, as celulas epiteliais diferenciadas sao especialmente vulneraveis 
ao dano, ja que elas formam a camada de celulas que contornam as paredes de diversos 
ductos e cavidades contendo materiais toxicos. Nos casos do colon e dos ductos biliares, as 
celulas epiteliais confrontam o conteudo fecal e a bile altamente corrosiva, respectivamente. 
As celulas que circundam os alveolos pulmonares convivem diariamente com parti'culas e 
poluentes do ar. Os queratinocitos de nossa pele sao expostos diretamente ao mundo exte¬ 
rior, sendo propensos a sofrerem diversos tipos de danos, incluindo aqueles infligidos pela 
radiagao ultravioleta. 

As celulas diferenciadas de ultimo estagio (veja a Figura 12.1), nesses e em outros tecidos, 
possuem um tempo de vida finito e sao descartadas cedo ou tarde. Alguns tipos celulares 
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podem simplesmente envelhecer e perder sua viabilidade, sendo removidos da participagao 
nas atividades ativas do tecido. Por exemplo, celulas vermelhas do sangue possuem um tem¬ 
po de vida medio de aproximadamente 120 dias, apos os quais elas sao captadas pelo bago e 
quebradas, tendo seu conteudo reciclado ou excretado. As celulas epiteliais do colon vivem 
por 5 a 7 dias antes de serem induzidas a entrar em processo de apoptose e serem descartadas 
no lumen do intestino. Os queratinocitos de nossa pele mortem em 20 a 30 dias apos terem 
sido formados, e eles sao descartados continuamente em pequenos flocos de pele morta (veja, 
por exemplo, a Figura 2.6A). 

Assim, as celulas amplificadoras transitorias estao sujeitas a um maior risco de sofrerem mu- 
tagoes, devido a sua alta atividade mitotica, e sua progenie diferenciada pode estar localizada 
em um ambiente mutagenico. No entanto, qualquer dano genetico que as celulas amplifica¬ 
doras transitorias e sua progenie diferenciada venham a softer tera poucas conseqiiencias para 
o tecido como um todo; cedo ou tarde essas celulas serao retiradas do tecido, e, uma vez 
mortas, as mutagoes acumuladas por elas tambem desaparecem. 

A dinamica das celulas-tronco e sua progenie pode ser demonstrada mais graficamente 
pelas celulas-tronco e pelos enterocitos (celulas epiteliais diferenciadas) do intestino e do 
colon. Estas celulas, e seu comportamento, foram descritos anteriormente no contexto 
das discussoes sobre o gene supressor de tnmot Ape e sobre a P-catenina (Segao 7.11). 
Agora, retornaremos a eles novamente para ilustrar outros princlpios. Lembre-se de que 
as celulas-tronco estao profundamente embebidas em criptas (Figura 12.2A). La, elas 
estao fora de perigo, estando protegidas do conteudo mutagenico do lumen por uma 
grossa camada de muco secretada pelas celulas das criptas. Esse muco, que e formado por 
protelnas altamente glicosiladas chamadas mucinas, cria uma barreira semelhante a uma 
geleia, que previne o conteudo do lumen intestinal de penetrar na cripta (veja a Figura 
12.2B) e ilustra ainda outra estrategia pela qual as mutagoes podem ser minimizadas nos 
genomas de celulas-tronco: a evolugao criou mecanismos pelos quais as celulas-tronco 
sao anatomicamente protegidas da agao de toxinas, incluindo carcinogenos. (Entao, ca- 
mundongos geneticamente modificados que nao possuem o gene que codifica Muc2, a 
mucina gastrintestinal mais abundante, tendem a desenvolver adenomas no intestino, 
muitos dos quais progridem para adenocarcinomas.) Isso confere ainda mais protegao 
aos genomas das celulas-tronco, complementando o mecanismo mencionado anterior¬ 
mente, no qual as celulas descendentes dessas celulas, que podem ter sofrido mutagoes, 
sao removidas para fora das criptas e eliminadas apos um perfodo de 5 a 7 dias (Figura 
12.2C). 

Em teoria, o compartimento de celulas-tronco de um tecido possui uma capacidade 
interminavel de gerar uma progenie diferenciada sem nunca ser depletada. No entanto, 
quase inevitavelmente, uma celula-tronco sera perdida desse compartimento por um ou 
outro acidente. Essa perda na populagao deve ser preenchida por outras celulas-tronco. 
Mais especificamente, ambas as filhas de uma celula-tronco sobrevivente serao necessa- 
rias para reter o fenotipo materno, que dessa forma sofre uma divisao assimetrica (Figura 
12.3). Isso tambem pode ter implicagoes para a manutengao do genoma, como veremos 
a seguir. 

12.2 Cdulas-tronco sao os alvos provaveis da mutagenese que 
leva ao cancer 

As propriedades das celulas intestinais (veja a Figura 12.2) tambem nos fornecem pistas 
importantes sobre a identidade das celulas que sao os principals alvos da carcinogenese. 
Tendo exclm'do as celulas mais diferenciadas (ja que elas sao rapidamente descartadas), 
devemos mudar nosso foco para as celulas de vida longa e para linhagens celulares de 
tecidos epiteliais. Na verdade, ja haviamos nos deparado com evidencias que apontam 
para o papel central das celulas de vida longa ao processo da carcinogenese. Na segao 
11.3, lemos sobre protocolos experimental utilizados para induzir a formagao de cancer 
de pele em camundongos. 
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Um desses protocolos envolveu pincelar um pequeno peda^o de pele com um agente inicia- 
dor, e, apos isso, deixar essa amostra intocada por alguns meses, ao final dos quais ela foi 
pincelada repetidamente com TPA, um potente promotor de tumor na pele. As celulas que 
haviam sido expostas ao carcinogeno iniciador “lembraram-se” dessa exposiq;ao um ano de- 
pois, sofrendo prolifera^ao e formando um papiloma de pele na presen 9 a do promotor. Na 
pele, como em muitos outros tecidos epiteliais, as celulas que vivem mais sao aquelas presen- 
tes no compartimento das celulas-tronco. 


Figure 12.2 Celulas-tronco e a organizagao 
das criptas gastrintestinais (A) 0 esquema 
da organizagao de tecidos demonstrado na 
Figure 12.1 e bem-ilustrado pela 
organizagao das celulas epiteliais - 
enterocitos - no intestine delgado (veja 
tambem a Figura 11.5). As 4 a 6 celulas- 
tronco localizadas proximos ao fundo das 
criptas (vermelho) estao protegidas dos 
conteudos do intestine pela sua localizagao 
e pelo muco que previne a entrada de 
fluidos do lumen intestinal nas criptas (veja 
0 painel B). As celulas-tronco espalham um 
grande numero (-150) de celulas 
amplificadoras transitorias {amarelo, verde), 
que se dividem a cada 12 horas ou menos. 
Sua divisao origina aproximadamente 3.500 
enterocitos {azul), que cobrem os vilos - as 
estruturas semelhantes a dedos que se 
projetam para o intestino delgado. Os 
enterocitos estao continuamente migrando 
para a ponta dos vilos, onde sofrem 
apoptose e sao liberados para o lumen do 
intestino delgado. Os numeros a direita da 
cripta indicam a posigao das celulas a 
partir do fundo da cripta. (B) Grandes 
quantidades de muco protetor (roxo- 
escuro) sao secretadas pelas celulas que 
circundam pogos comparaveis nas paredes 
do estomago, compostas por protelnas 
altamente glicosiladas chamadas mucinas, 
como tambem pode ser encontrado nas 
criptas do intestino delgado e intestino 
grosso. (C) A emigragao de celulas 
amplificadoras transitorias das criptas do 
intestino delgado pode ser rastreada com a 
injegao de uma dose de ^Fl-timidina (isto e, 
timidina radiativa carregando um atomo de 
tritio) em um camundongo e seguindo a 
incorporagao do material marcado pelo 
DNA por auto-radiografia: o decaimento 
radiative e indicado por granules cinza- 
escuro. (A incorporagao ocorre apenas por 
um breve periodo.) Podem ser vistas aqui 
as celulas nas criptas do duodeno do 
camundongo nos tempos indicados apos a 
injegao de ^Fl-timidina. Celulas que se 
multiplicaram apenas um pequeno numero 
de vezes apos a incorporagao inicial de ^Fl- 
timidina permanecem fortemente marcadas 
(sefas grossas), ao passo que a grande 
maioria das celulas sofreu multiplas 
divisoes adicionais apos a marcagao 
(durante o periodo de procura) e, portanto, 
exibem uma marcagao radiativa dilulda. 
Apos quatro dias, virtualmente todos os 
genomas que foram sintetizados no inicio 
do experimento ja foram carregados para 
fora das criptas e para as extremidades dos 
vilos. (A, cortesia de C. S. Rotten; B, de B. 
Young e J.W. Fleath et al., Wheater's 
functional histology, 4th ed. Edinburgh: 
Churchill Livingstone 2003; C, de C.S. 
Rotten, Phil. Trans. Royal Soc. London B 
353:830, 1998.) 


Provocativamente, o numero de papilomas de pele e carcinomas induzidos pelo protocolo de 
carcinogenese em pele de camundongo (veja a Figura 11.28) nao e reduzido se a pele do 
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FIgura 12.3 Divisoes assimetricas e simetricas de celulas-tronco (A) Em geral, 
durante a fungao normal do tecido, parece que uma celula-tronco Ira dividir-se 
assimetricamente, com uma de suas filhas permanecendo uma celula-tronco 
(azu/), enquanto a outra (verde) procede para originar celulas amplificadoras 
transitorias [nao-mostradas] veja a Figura 12.1). (B) Em urn evento no qual 
diversas celulas-tronco de urn tecido sao perdidas, algumas das celulas 
sobreviventes podem dividir-se simetricamente para repor o conjunto de 
celulas-tronco e manter o numero apropriado destas celulas. Conforme visto 
aqui, tres celulas-tronco foram perdidas (cruzes vermelhas, fileira de cima) de 
urn conjunto de sete celulas-tronco. As subsequentes divisoes simetricas 
realizadas pelas celulas-tronco sobreviventes tornam possivel a regeneragao do 
tamanho populacional original do conjunto de celulas-tronco. Alternativamente, 
a perda de uma celula-tronco (cruz vermelha, terceira fileira) pode fazer com 
que sua Irma amplificadora transitoria seja revertida a uma celula-tronco 
(abaixo). (C) De forma similar, quando urn orgao esta crescendo, o numero de 
celulas-tronco deve aumentar proporcionalmente, necessitando que algumas 
celulas-tronco sofram divisoes simetricas. 


camundongo e tratada com 5-fluorouracil (5-FU) logo apos a exposigao ao agente mutageni- 
co iniciador. Uma vez que o 5-FU mata seletivamente celulas em ciclagem ativa, isso poderia 
indicar que as celulas atingidas pelos mutagenos carcinogenicos durante a iniciagao nao estao 
no ciclo celular ativo no momento da iniciagao e logo apos esta, corroborando a ideia de que 
o alvo para a iniciagao e um tipo celular que se divide apenas ocasionalmente. 


Analises de diversos tipos de leucemia sugeriram que os alvos iniciais da carcinogenese no sistema 
hematopoietico tambem sao celulas-tronco. O exemplo mais dramatico e fornecido pela leucemia 
mielogenosa cronica, a CML. Conforme descrito anteriormente, o cromossomo Filadelfia (Ph*), 
que resulta de uma translocagao cromossomica redproca que fusiona os genes bcr e abl (veja a 
Segao 4.6), pode ser observado em quase todos os casos dessa doenga. Evidencias extensivas suge- 
rem que essa translocagao particular e a lesao genetica que inicia a doenga. 


Varios tipos celulares hematopoieticos distintos de um paciente com CML podem possuir o 
cromossomo Phb Estao inclui'das as celulas linfoides (tanto B quanto T), bem como as celu¬ 
las da linhagem mieloide (incluindo neutrofilos, granulocitos, o megacariocito precursor de 
plaquetas e os eritrocitos). Tal observagao e uma grande evidencia de que o tipo celular no 
qual a translocagao ocorreu originalmente e o progenitor comum de todas as linhagens celu¬ 
lares hematopoieticas — as celulas-tronco pluripotentes que servem como precursoras para 
muitos tipos celulares (veja a Figura 12.4). Como muitas outras celulas-tronco, essa celula- 
tronco hematopoietica (FISC) parece possuir um tempo de vida longo no sistema hemato¬ 
poietico, mais especificamente, na medula ossea. No caso particular da CML, uma celula- 
tronco que sofreu uma mutagao crltica - a formagao do cromossomo Ph* — retem a opgao de 
despachar sua progenie como um numero de linhagens celulares hematopoieticas distintas. 
Outras indicagoes, ainda, do papel das celulas-tronco como alvo para a formagao de tumores, 
vem de outros tipos de alteragoes hematopoieticas (Barra lateral 12.1). 
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Observa 96 es bastante convincentes do papel das cdulas-tronco no desenrolar do cancer deri- 
vam de camundongos, nos quais a expressao de um oncogene ras ativado esta limitada as 
celulas-tronco de queratinocitos na pele (que, neste caso, estao localizadas nos foli'culos capi- 
lares) ou aos queratinocitos que entraram em um estado diferenciado terminal. Quando o 
transgene direciona a expressao do oncogene de ras nas celulas-tronco, o camundongo desen- 
volve carcinomas malignos. For outro lado, quando o mesmo oncogene e expresso nos que¬ 
ratinocitos em diferencia^ao, formam-se papilomas benignos, e estes tendem a regredir. 



CELUU\-TRONCO 


PROGENITORES COMPROMETIDOS 


CELUUVS DIFERENCIADAS 


Figura 12.4 Diferenciagao hematopoietica Nosso entendimento atual da 
diferenciagao de celulas hematopoieticas nos ensina diversas ligoes. (1) 
Ela indica que um unico tipo celular- celulas-tronco hematopoieticas 
multipotentes (FISC; esquerda) - e capaz de originar virtualmente todos os 
tipos celulares do sangue e do sistema Imune. (2) Mostra que um unico 
tipo celular de celula-tronco pode originar multos tipos de celulas-tronco 
progenitoras comprometidas, neste caso, os dois tipos celulares de 
celulas-tronco que sao comprometidos na geragao de tipos celulares 
mieloides e linfoldes. (3) Mostra que a capacidade auto-renovavel {setas 
curvadas) nao esta confinada a um unico tipo de celula-tronco de um 


tecido; em vez disso, em alguns tecidos, como o representado aqui, 
“progenitores comprometidos" (I. e., as celulas-tronco mieloides e linfoides 
mostradas aqui) bem como alguns de seus descendentes possuem 
capacidade de se auto-renovar. 0 fato de que um paciente sofrendo de 
CML (leucemia mielogenosa cronica) frequentemente exibe diversos tipos 
celulares linfoides e mieloides distintos e diferenciados que carregam o 
cromossomo Ph’’ (e uma translocagao BCR-ABL) e uma forte indicagao de 
que esse cromossomo anormal foi inicialmente formado em alguma FISC 
multipotente ou por um progenitor. (De Alberts et. al., Molecular Biology of 
the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002.) 
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Barra lateral 12.1 A diferencia 9 ao bloqueada e um tema freqiiente no 
desenvolvimento de malignidades hematopoieticas Existem dezenas 
de exemplos de malignidades em animais e em humanos nas quais a 
inibigao da diferenciagao favorece o surgimento de neoplasias. Possi- 
velmente a primeira dessas situa 96 es a ser defmida geneticamente en- 
volveu o virus da eritroblastose aviaria, um retrovirus que codifica duas 
oncoproteinas: seu gene erbB especiflca uma versao constitutivamente 
ativa do receptor do fator de crescimento epidermal (EGF) (veja a Se- 
gao 5.4), que direciona a proliferagao de eritroblastos (precursores das 
celulas vermelhas do sangue), enquanto o oncogene erbA codifica um 
receptor nuclear (um homologo do receptor do hormonio da tireoide), 
que inibe a diferenciagao dos eritroblastos hiperproliferadores criados 
por erbB. De forma similar, na leucemia mielogenosa aguda de huma¬ 
nos (AML), uma grande variedade de lesoes geneticas encontradas em 
celulas leucemicas foram classificadas em duas classes funcionais: aque- 
las que sao necessarias para provocar a proliferagao das celulas precur- 
soras mieloides e aquelas que sao necessarias, nas mesmas celulas, para 
bloquear a diferencia 9 ao subseqiiente. 


Nas leucemias megacarioblasticas (uma malignidade nas celulas pre- 
cursoras de plaquetas), encontradas com alguma freqiiencia em pacien- 
tes com Sindrome de Down, o gene que codifica o fator de transcri^ao 
GATAl e encontrado freqiientemente em uma forma mutada, preve- 
nindo a matura^ao apropriada desses precursores de plaquetas. Esses 
poucos exemplos fornecem uma nogao de que a saida das celulas dos 
compartimentos de celulas-tronco deve ser impedida para que a tumo- 
rogenese tenha sucesso. 

Nao direcionadas por tais observagoes, estao as identidades preci- 
sas das celulas-tronco alvo de transformagao. Em muitos casos, o alvo 
nao e uma celula-tronco hematopoietica pluripotente, mas sim um de 
seus derivativos que ja esta comprometido com uma ou outra linhagem 
de diferenciagao. Tais “progenitores comprometidos” (veja a Figura 5.4) 
normalmente podem possuir uma capacidade significativa (porem li- 
mitada) de se auto-renovar, e nao sao ainda completamente diferencia- 
dos, podendo ser considerados celulas-tronco. A sua transformagao de 
celulas normals para celulas tumorais envolve, entre outras modifica- 
^oes, a aquisi^ao da capacidade ilimitada de auto-renova^ao. 


Essas varias linhas de evidencia, obtidas de diversos tipos de tecidos, convergem para a 
conclusao de que as celulas auto-renovadoras de muitos tipos celulares sao os alvos para 
as mudangas geneticas que levam, cedo ou tarde, a formagao de tumores. Em alguns 
casos, as celulas-alvo podem ser celulas-tronco com capacidade de auto-renovagao ilimi¬ 
tada; em outros, progenitoras comprometidas, que normalmente possuem apenas uma 
capacidade limitada de se auto-renovar, podem adquirir capacidade de auto-renovagao 
ilimitada durante o curso da tumorogenese. Esta ideia, por sua vez, pode explicar algu- 
mas epidemiologias complexas de certos tipos de tumores humanos, como o cancer de 
mama. 


12.3 Apoptose, bombas de drogas e mecanismos de replica^ao de 
DNA oferecem aos tecidos uma forma de minimizar o 
acumulo de cdulas-tronco mutantes 

O papel aparentemente predominante das celulas-tronco normals como alvos para a trans- 
formagao indica que os genomas dessas celulas devem ser protegidos por quaisquer estrate- 
gias biologicas e bioqui'micas que essas celulas e os tecidos ao redor possam fornecer. Ja discu- 
timos duas dessas estrategias: a replicagao, relativamente pouco freqiiente, do DNA das celu¬ 
las-tronco e a localizagao das celulas-tronco em um local anatomicamente protegido. Ainda, 
esses mecanismos nao parecem suficientes, de modo que os organismos desenvolveram ou¬ 
tras estrategias. 

As celulas-tronco nas criptas do intestino de camundongo (veja a Figura 12.2) e das 
glandulas mamarias representam objetos especialmente atrativos para o estudo dessas 
estrategias protetoras. No caso das criptas, a necessidade de mecanismos protetores adi- 
cionais e clara: as linhagens de celulas-tronco de enterocitos, nas criptas do intestino 
delgado do camundongo, foram estimadas como passando por uma sucessao de mil ci- 
clos de divisao e crescimento durante uma vida, sendo que cada um desses ciclos expoe 
as celulas-tronco a diversos tipos de danos geneticos. De forma similar, no intestino 
humano, o mimero de divisoes celulares ocorrendo a cada ano excede o mimero total de 
celulas residindo no corpo inteiro ao mesmo tempo; essa enorme atividade mitotica, 
grande parte da qual envolve celulas amplificadoras transitorias, tambem deve depender 
de muitas divisoes sucessivas de celulas-tronco, ainda que no caso dos humanos o nume- 
ro aproximado nao seja conhecido. 
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Um mecanismo protetor e sugerido pela resposta das celulas-tronco nas criptas a danos gene- 
ticos massivos. Nas criptas intestinais do camundongo, as celulas-tronco que sofreram dano 
genetico infligido por raios X irao rapidamente iniciar apoptose, em vez de center a prolife- 
ragao e tentar reparar o dano. A razao disso parece estar associada com a natureza propensa a 
erros do reparo de DNA. Conforme veremos depois, o aparato de reparo celular e muito 
eficiente, porem imperfeito, de modo que algum residue nao-reparado ou incorretamente 
corrigido e deixado para tras no DNA cromossomico. Se tais lesoes forem encontradas pela 
maquinaria de replicagao do DNA, elas podem originar seqtiencias de DNA mutantes copi- 
adas e passadas adiante para celulas-filhas, incluindo aquelas que irao tornar-se celulas-tron¬ 
co. Assim, para nao correr tal risco, as celulas-tronco nas criptas do camundongo irao iniciar 
apoptose preferencialmente, como resposta a um dano no DNA. Nao esta claro se celulas- 
tronco de outros tecidos possuem essa tendencia a entrar em apoptose. 

Alem disso, outro mecanismo e sugerido por uma tecnica comumente utilizada para separar 
celulas-tronco do conjunto de celulas de um tecido por meio de separador celular ativado por 
fluorescencia (FACS; veja a Figura 11.13). As celulas-tronco bombeiam para fora, de forma 
bastante eficiente, algumas moleculas fluorescentes, ao passo que os derivatives diferenciados 
dessas celulas o fazem muito menos ativamente. Como conseqiiencia, apos a exposigao de 
uma populagao de celulas a tais moleculas fluorescentes, as celulas-tronco fluorescem muito 
mais fracamente do que todas as outras celulas da populagao. 

A excregao ativa dessas moleculas fluorescentes deve-se a agio de uma protei'na da membrana 
plasmatica chamada Mdrl, que foi descoberta devido ao fato de que muitas celulas cancen'- 
genas a exploram para bombear para fora e, assim, adquirir resistencia a moleculas de drogas 
quimioterapeuticas. Os nlveis muito elevados, e nao usuais, da expressao de Mdrl por mui¬ 
tas celulas-tronco parece representar uma estrategia utilizada para proteger seus genomas de 
compostos potencialmente mutagenicos, oriundos do meio externo, que poderiam vir a en¬ 
trar em seu citoplasma. 

O mecanismo de alocagao assimetrica da fita de DNA tambem parece possuir papel impor- 
tante na prevengao do aciimulo de danos geneticos por celulas-tronco de certos tecidos. As 
observagoes experimentais que suportam esse mecanismo proposto ainda sao fragmentadas. 
Ainda assim, encontra-se presente aqui, devido ao seu interesse e importancia em potencial 
para o entendimento da patogenese do cancer. 

A razao por tras dessa estrategia, primeiramente proposta em 1975, deriva dos detalhes mo- 
leculares da replicagao do DNA ocorrendo nas celulas-tronco. Recentemente revisamos o 
modelo da divisao celular das celulas-tronco, no qual a divisao e normalmente assimetrica, 
pois uma celula-filha permanece uma celula-tronco e a outras entram em uma via de diferen- 
ciagao para produzir celulas amplificadoras transitorias (veja a Figura 12.1). Idealmente, ao 
genoma doado para a celula-filha que permanece uma celula-tronco deve ser conferida maior 
protegao do que ao genoma que e passado para a celula-filha destinada a diferenciar-se, ja que 
os descendentes desta ultima serao descartados cedo ou tarde. Conforme ilustrado na Figura 
12.5A, a alocagao assimetrica das fitas de DNA pode ajudar a atingir esse objetivo. 

A ideia aqui esta baseada, mais uma vez, no fato de que a replicagao do DNA e inerentemente 
falfvel. De acordo com algumas estimativas, cada vez que uma celula passa pela fase S e 
replica seu DNA, diversas substituigoes nucleoti'dicas ocorrem por genoma celular, pois a 
DNA polimerase comete erros que escapam da deteegao e reparo subseqiientes. (Na verdade, 
esse numero pode subestimar os erros na replicagao do DNA.) Conseqiientemente, as fitas de 
DNA que nao foram sintetizadas durante ciclo de replicagao recente - as fitas “conservadas” 
— tern maior probabilidade de possui'rem as seqtiencias do tipo selvagem do que aquelas fitas 
“nao-conservadas”, que sao, de fato, os produtos da si'ntese de DNA. 

Isso sugere que em um tecido bem-desenhado, as fitas de DNA que nao foram originadas 
pela replicagao recente do DNA devem ser mantidas para a celula-filha que permanecera no 
compartimento de celulas-tronco, ao passo que as fitas de DNA que foram produzidas pela 
replicagao de DNA devem ser alocadas para as celulas-filhas cujos descendentes estao desti- 
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nados a diferenciagao e, finalmente, morte. Conforme a Figura 12.5A torna claro, uma fita 
de DNA (a fita conservada, ou “imortal”) pode, a princi'pio, ser transmitida indefmidamente 
atraves de uma linhagem de celulas-tronco por meio dessa segregagao assimetrica das mole- 
culas de DNA. Dito de forma diferente, as celulas-tronco podem carregar fitas de DNA que 
repetidamente serviram como moldes para a replicagao do DNA, mas apenas muito pouco 
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Figura 12.5 Fitas oonservadas de DNA e o genoma das celulas-tronco (A) 0 modelo da “fita 
imortal” mostra uma fita conservada de DNA {amarelo) do DNA cromossomal de uma celula-tronco 
(azul-claro) que e doada para sua celula-filha que permanecera uma celula-tronco e e, portanto, 
retida no compartimento das celulas-tronco; essa fita de DNA conservada nao e o produto da 
replicagao recente do DNA. Em vez disso, a fita “nao-conservada” {vermelho), que e, de fato, o 
produto da replicagao recente de DNA, sera alocada preferencialmente para a celula-filha que 
originara celulas amplificadoras transitorias (verde-claro), deixando o compartimento das celulas- 
tronco; a nova rodada de replicagao de DNA adiciona uma nova fita a fita parental nao-conservada 
{vermelha). Esse modelo preve que uma fita de DNA pode persistir indefinidamente dentro do 
compartimento das celulas-tronco sem sofrer replicagao. (B) Esta predigao e satisfeita na glandula 
mamaria de camundongo. Os camundongos podem ser expostos a urn pulso breve de ^Fl-timidina 
em algum perlodo durante a puberdade, no qual a glandula ainda esta crescendo e o numero de 
celulas-tronco epiteliais mamarias esta aumentando constantemente, necessitando de divisoes 
simetricas, nas quais ambas as filhas de uma celula-tronco tornam-se celulas-tronco (veja a Figura 
12.3C) e, portanto, hipoteticamente, ambas as fitas de DNA sao retidas como fitas de DNA 
oonservadas. Assim, a marcagao incorporada durante esse periodo pode ser retida 
indefinidamente nas fitas do DNA conservado. 0 DNA que incorporou ^Fl-timidina e detectado 
incubando fatias de tecido em uma emulsao fotografica {granulos escuros) - o procedimento da 
auto-radiografia. Cinco semanas apos a exposigao inicial a ^Fl-timidina, a marcagao radiativa 
encontra-se retida em apenas aproximadamente 2% das celulas epiteliais mamarias {esguerda). 
Nesse momento, os camundongos podem ser expostos a pulso de bromodeoxiuridina (BrdU), urn 
analogo de timidina cuja incorporagao ao DNA pode ser detectada por um anticorpo especifico que 
reconhece o DNA contendo BrdU {nucleos pintados de vermelho, centra). Seguindo esse pulso, 
BrdU pode ser detectado na maioria das celulas que retiveram a marcagao vinda de ^Fl-timidina 
cinco semanas antes {painel a direita). Assim, essas celulas que retiveram a marcagao estao 
proliferando ativamente cinco semanas depois e ainda assim retem uma fita conservada que foi 
sintetizada cinco semanas antes e que nao e perdida pelos ciclos de crescimento e divisao que as 
celulas estao sofrendo. (C) Quando uma celula-tronco e perdida {direita, acima) em um individuo 
adulto (no qual o tamanho da populagao de celulas-tronco deve ser constante), uma celula-tronco 
sobrevivente Ira se dividir simetricamente, para que ambas as celulas-filhas permanegam celulas- 
tronco, reconstituindo, dessa forma, a populagao original de celulas-tronco (veja a Figura 12.3B). 
Nessa celula-filha (direita), uma fita de DNA que era inicialmente “nao-conservada", ou seja, 
produto de uma replicagao recente (vermelho), sera retida no compartimento das celulas-tronco e 
se tornara uma fita de DNA conservada ou imortal (amarelo). Dessa forma, matando-se celulas- 
tronco de um adulto pode ser possivel marcar o DNA de celulas-tronco de uma forma que essa 
marcagao seja retida indefinidamente no compartimento de celulas-tronco. (D) Essa predigao e 
satisfeita pelo comportamento das celulas-tronco do duodeno de camundongo. Nas criptas, os 
enterbcitos sao normalmente fornecidos pela multiplicagao continua das celulas-tronco localizadas 
proximo ao fundo das criptas (veja a Figura 12.2A). Como no painel (B), as moleculas de DNA de 
celulas em proliferagao podem ser marcadas por meio de uma breve exposigao a ^H-timidina e 
detectadas subsequentemente por auto-radiografia. Normalmente, todo o DNA marcado que e 
inicialmente sintetizado migra para fora das criptas juntamente com as celulas amplificadoras 
transitorias e a sua progenie de enterbcitos, sendo indetectaveis nas criptas apbs alguns dias (veja 
a Figura 12.2C). No entanto, se o duodeno e exposto a 8 grays (Gy) de irradiagao X (que mata 
algumas das celulas-tronco) antes da marcagao radiativa, as celulas nas criptas retem a marcagao 
ate oito dias apbs um pulso breve de timidina radiativa. Quatro exemplos dessas celulas que 
retiveram a marcagao (LRCs), encontradas na localizagao precisa das celulas-tronco nas criptas, 
sao mostrados aqui (flechas). (E) Neste ducto mamario, as celulas epiteliais mamarias (MECs) 
estao coradas para a expressao de citoqueratina (vermelho). Uma LRC que incorporou BrdU nove 
semanas antes esta imunocorada em verde. (F) LRCs podem ser encontradas na regiao 
“protuberante" dos follculos capilares de camundongo, em que as celulas-tronco de queratinbcitos 
residem. Essas celulas, que foram induzidas a expressar uma forma estavel da protefna verde 
fluorescente (GFP) quando tinham quatro semanas de idade, continuam a expressar GFP quatro 
semanas apbs esse evento. As celulas epiteliais estao coradas em vermelho. (B, de G.FI. Smith, 
Development 132:681-687, 2005; D, cortesia de C.S. Potten; E, cortesia de B. Welm e M.A. Goodell; 
F, cortesia de T. lumbar, V. Greco, e E. Fuchs.) 


freqiientemente sintetizadas como produtos para a replicagao do DNA (pelo menos desde que 
o tecido adulto se formou). Enquanto a Figura 12.5A ilustra o comportamento de uma 
pequena porgao de DNA, podemos imaginar que todo o DNA cromossomal das celulas- 
tronco se comporta dessa forma tambem. 

Esse modelo de alocagao assimetrica das fitas (tambem cbamado modelo da “fita conserva¬ 
da”) pode ser testado experimentalmente. De fato, ja vimos uma manifestagao desse compor¬ 
tamento no experimento ilustrado na Figura 12.2C. Naquele caso, as celulas-tronco incorpo- 
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ravam ^H-timidina por um curto perlodo. O precursor radiative tornava-se incorporado nas 
fitas de DNA que estavam sendo replicadas durante esse curto perfodo, apos o qual a incor- 
poragao cessava (tal protocolo experimental e freqiientemente chamado de marcagao pulse- 
chase). O destine das moleculas de DNA marcadas era observado por meio da tecnica de 
auto-radiografia, na qual uma emulsao fotografica e posicionada em uma fatia de tecido; 
essa emulsao origina uma marca preta facilmente visualizada sempre que um atomo radiative 
como o tn'tio decai. Se a alocagao das fitas de DNA fosse simetrica, esperan'amos que uma 
porgao da marcagao permanecesse no compartimento das celulas-tronco e que outra porgao 
fosse distribui'da para as celulas em diferenciagao que ja haviam abandonado esse comparti¬ 
mento. 

Conforme a Figura 12.2C demonstrou, virtualmente todas as fitas de DNA marcadas migra- 
ram para fora do compartimento de celulas-tronco junto com as celulas amplificadoras tran- 
sitorias que iniciaram sua diferenciagao. Isso suporta a ideia de que as fitas recentemente 
sintetizadas (i. e., aquelas que foram sintetizadas durante o pulso de ^H-timidina) eram do- 
adas preferencialmente para as cdulas-filhas que geravam cdulas amplificadoras transitorias 
e os seus descendentes mais diferenciados que migraram para fora das criptas. Por outro lado, 
descobrimos que e extremamente diflcil marcar as fitas de DNA que permanecem retidas no 
compartimento das celulas-tronco dentro das criptas. 

Na verdade, existe uma explicagao alternativa para esta observagao: a marcagao radiativa 
deixa o compartimento das celulas-tronco rapidamente porque ela e rapidamente dilui'da 
pelos ciclos repetidos de crescimento e divisao no compartimento das celulas-tronco. Tal fato 
pode ser testado criticamente pela exposigao de celulas-tronco a ^H-timidina em uma ocasiao 
na qual o compartimento estivesse em expansao; nessas condigoes, as cdulas-tronco deve- 
riam softer divisoes simetricas para aumentar seu numero (veja a Figura 12.3C), de modo 
que ambas as fitas de DNA marcadas deveriam ser retidas no compartimento das celulas- 
tronco. Isso e exatamente o que e visto quando as celulas-tronco epiteliais mamarias de ca- 
mundongo e permitido incorporar ^H-timidina durante a puberdade, quando a glandula 
mamaria esta crescendo rapidamente (veja a Figura 12.5B). Nessas condigoes, a marcagao 
radiativa mantem-se muitas semanas apos esse evento no compartimento das cdulas-tronco, 
apesar de as celulas “retentoras de marcagao” (LRCs) estarem dividindo-se ativamente duran¬ 
te esse tempo. (A fita marcada herdada de seus ancestrais muitas geragoes antes retem sua 
marcagao apesar de repetidos ciclos de divisao e crescimento.) 

Outro teste do modelo da fita conservada vem de experimentos em algumas das cdulas- 
tronco mortas pela exposigao a raios X. As celulas remanescentes no compartimento de celu¬ 
las-tronco irao tentar repor as cdulas-tronco perdidas por meio de divisoes celulares simetri¬ 
cas, nas quais ambas as celulas-filhas permanecerao como celulas-tronco (veja a Figura 12.3B). 
Como conseqiiencia, uma fita de DNA recem-sintetizada, que normalmente seria alocada 
para a celula-filha em diferenciagao, sera agora convertida em uma fita conservada e retida no 
compartimento das celulas-tronco (Figura 12.5C). 

Se expusermos o compartimento de cdulas-tronco das criptas intestinais de camundongo as 
^H-timidina durante o perfodo no qual celulas-tronco perdidas estao sendo substitufdas, 
poderemos marcar moleculas de DNA que permanecerao subseqiientemente no comparti¬ 
mento das celulas-tronco por um perfodo indeterminado; ou seja, as moleculas marcadas nao 
sao “apagadas” quando as celulas-tronco sao expostas subseqiientemente a precursores nao- 
marcados de timidina (Figura 12.5D). Assim, o unico momento da vida de um animal adul- 
to no qual podemos introduzir uma marcagao radiativa duradoura em seu compartimento de 
celulas-tronco parece ser quando perturbamos esse compartimento, matando algumas de 
suas celulas. Nessas condigoes, tanto a fita de DNA imortal quanto a fita recem-sintetizada, 
nao-imortal, sao retidas nas celulas que se tornam estavelmente protegidas nas criptas do 
intestino delgado. 

Cdulas que retem a marcagao tambem sao encontradas em outros tecidos epiteliais (Figura 
12.5E e F). Apesar desta e de outras evidencias, muitas das quais obtidas do camundongo, o 
modelo da “fita imortal” permanece materia de especulagao para a maioria dos tecidos e 
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Barra lateral 12.2 Alguns carcinogenos podem 
produzir cdulas mutantes por sua habilidade 
de serem citotoxicos O modelo da fita “imor- 
tal” faz predi^oes acerca de como os cardnoge- 
nos funcionam. Podemos imaginar, por 
exemplo, que alguns cardnogenos, em vez de 
serem diretamente mutagenicos, agem por meio 
de sua capaddade de serem citotoxicos e, assim, 
de matarem as celulas de um tecido, incluindo 
algumas de suas celulas-tronco. Quando tal car- 
cinogeno mata uma celula-tronco recem-forma- 
da por mitose, a irma dessa cdula-tronco, for- 
mada pela mesma mitose, pode bear retida no 
compartimento de celulas-tronco em vez de ser 
despachada para o conjunto de celulas em dife- 


rencia^ao, como normalmente seria seu destino 
(vejaa Figura 12.3B). No entanto, essa cdula-irma 
pode acabar carregando uma seqiiencia mutante 
de DNA devido a um erro na replica^ao do DNA 
que ocorreu na fase S mais recente. Uma vez que 
essa celula-irma e recrutada no compartimento de 
cdulas-tronco, a fita de DNA contendo essa se- 
qiiencia mutante pode entao ser escolhida para 
se tornar uma fita de DNA “imortal”, garantin- 
do, assim, que essa muta 9 ao esteja agora perma- 
nentemente estabelecida no compartimento de 
celulas-tronco. 

Encontramos carcinogenos nao-genotoxicos 
anteriormente, durante a discussao sobre promo- 
tores de tumor (Se^ao 11.14). La, defendemos que 


alguns promotores de tumor, como o etanol, 
agem por meio de sua capacidade de causar mor- 
te celular em um tecido-alvo, resultando em uma 
prolifera^ao compensatoria das celulas sobrevi- 
ventes desse tecido. Agora, como vimos estes pro¬ 
motores de tumor no contexto da biologia das 
celulas-tronco, podemos especular que muitos 
promotores de tumor podem agir por meio de 
sua capacidade de matar celulas-tronco. Um 
agente ainda mais perigoso seria um carcinoge- 
no “completo” (Se^ao 11.17) - aquele capaz de 
agir tanto como um iniciador, com suas a^oes 
mutagenicas no genoma de celulas tronco, quan¬ 
to como um promotor, com seus efeitos citoto¬ 
xicos nas celulas-tronco. 


necessita de maior validagao experimental antes que possamos aceita-lo como um fato bem- 
estabelecido. A teoria da fita imortal, se validada, tambem oferece importantes implicagoes 
para o processo de carcinogenese (Barra lateral 12.2). 


12.4 Os genomas das cdulas sao amea^ados por erros cometidos 
durante a replica^ao do DNA 

O desenho do compartimento das celulas-tronco e o comportamento individual das 
celulas-tronco ilustram diversas estrategias biologicas empregadas pelos tecidos para re- 
duzir o conteudo de muta^oes somaticas acumuladas. Esses mecanismos servem para 
proteger os genomas das celulas-tronco, que constituem, na verdade, as “linhagens ger- 
minativas dos tecidos. E importante lembrar que essas estrategias representam apenas a 
primeira linha de defesa contra o dano genomico. A proxima linha de defesa e bioquimi- 
ca e depende da capacidade de varias protemas reconhecerem e repararem as moleculas 
de DNA danificadas dentro das celulas. 

De fato, as moleculas de DNA estao sob ataque constante por uma vasta gama de agentes e 
processes. Para mantermos a simplicidade, posicionaremos esses processes mutagenicos em 
tres categorias. Primeiro, conforme mencionado anteriormente, a replicagao de seqiiencias 
de DNA pelas DNA polimerases durante a fase S do ciclo celular esta sujeita a um m'vel 
baixo, porem nao insignificante, de erro. Dentre tais erros estao aqueles gerados quando 
precursores de nucleoti'deos quimicamente alterados sao incorporados inadvertidamente ao 
DNA, no lugar dos componentes usuais. Segundo, mesmo na ausencia de ataque por agentes 
mutagenicos, os nucleoti'deos das moleculas de DNA sofrem modificagoes qui'micas esponta- 
neamente; essas mudangas com freqiiencia alteram a seqiiencia de bases e, portanto, o con¬ 
teudo informative do DNA. Finalmente, moleculas de DNA podem ser atacadas por diver- 
sos agentes mutagenicos, incluindo as moleculas geradas de forma endogena pelo metabolis- 
mo celular normal, bem como agentes de origem exogena - especies qui'micas e mutagenos 
flsicos (raios X e raios UV) que sao introduzidos no corpo a partir do meio exterior. Iremos 
retornar, nas proximas segoes, aos dois liltimos processes. 

A maquinaria molecular que e responsavel por replicar quase todas as seqiiencias de 
DNA cromossomal possui uma taxa de erro extraordinariamente baixa. A maquinaria 
basica de replicagao no niicleo da celula e alimentada pelas tres polimerases, pol-a, pol- 
5 e pol-8. (De todas, 15 genes distintos para DNA polimerases ja foram catalogados no 
genoma humano, e mais sao passi'veis de serem descobertos; como ficara claro posterior- 
mente, muitos desses nao estao envolvidos na replicagao do DNA em si, mas no reparo 
de moleculas danificadas de DNA.) 
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Uma celula possui duas estrategias principals para detectar e remover os nucleoti'deos mal 
copiados que surgirem durante a replicagao do DNA. A primeira estrategia esta nas maos das 
proprias DNA polimerases, que sao agregados estruturalmente complexos montados a partir 
de um grande niimero de subunidades proteicas distintas. Enquanto elas estao avangando no 
molde de DNA de fita simples e estendendo fitas nascentes de DNA na diregao 5’ para 3’, as 
DNA polimerases como a pol-5 olham constantemente para tras, “por sobre sens ombros”, 
escaneando a porgao de DNA que elas recentemente polimerizaram; tal monitoramento e 
freqiientemente chamado de verifica^ao. Caso uma polimerase detecte um erro de copia, ela 
ira utilizar sua atividade de exonuclease 3’ para 5’ para se mover para tras e digerir o segmento 
de DNA que recem foi sintetizado, para entao copiar novamente este segmento, na esperanga 
de um melhor desfecho nessa segunda vez (Figura 12.6). 
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Figura 12.6 Verifioagao pelas DNA 
polimerases Muitas DNA poiimerases 
possuem a capacidade de corregao que 
permite com que eias minimizem o numero 
de bases incorporadas erroneamente e 
retidas na fita recem-sintetizada. Entao, 
quando a DNA polimerase estende uma fita 
nascente {azul-escuro) na diregao 5’-para- 
3’ {movendo-se para frente, para a direita na 
figura), ela ira utilizar a extremidade 3’-OH 
da fita nascente como inicio do 
alongamento posterior (azul-claro). No 
entanto, se uma base for incorporada 
erroneamente {terceiro desenho), a DNA 
polimerase, que esta continuamente 
olhando para tras para verificar se 
incorporou as bases corretas na fita de 
DNA nascente, pode degradar a fita 
recentemente sintetizada na diregao 
3’-para-5’ (movendo-se para tras, para a 
esquerda na figura; quarto desenho) e 
retomar para sintetizar novamente esse 
pedago de fita de DNA (desenho mats 
abaixo). 
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A importancia desse mecanismo de corregao para a prevengao do cancer foi ilustrada 
pela criagao de uma cepa de camundongo cujo gene que codifica a pol-5 da linhagem 
germinativa foi sutilmente alterado (por uma linica substituigao de aminoacido). A pol- 
5 mutante resultante retem sua capacidade polimerizante, porem, esta perdeu a sua ati- 
vidade de exonuclease 3’-para-5’; tal perda elimina sua fungao de verificagao. Em um 
conjunto de 49 camundongos possuidores do alelo mutante da pol-5 em uma configura- 
gao homozigota, 23 desenvolveram tumores em um ano de vida, enquanto nenhum tu¬ 
mor se desenvolveu em um grupo que possui'a duas vezes mais camundongos heterozigo- 
tos (Figura 12.7). Esse experimento forneceu uma demonstragao importante de que a 
manutengao de seqiiencias genomicas do tipo selvagem — nesse caso, de uma DNA poli- 
merase - representa uma defesa cn'tica contra o surgimento do cancer. Alem disso, essa 
observagao representa a primeira de muitas indicagoes de que mutagoes que levam ao 
cancer podem ter surgido por meio de processos endogenos, em vez de serem desenca- 
deadas exclusivamente por agentes carcinogenicos externos. 


Figura 12.7 Verificagao peia DNA 
poiimerase e incidenoia de cancer Uma 
mutagao pontual foi introduzida na copia no 
gene que codifica a DNA polimerase-5 da 
linhagem germinativa de camundongo, a 
DNA poiimerase de mamiferos que e 
responsavel pela maior parte da sintese de 
ambas as fitas de DNA. Essa mutagao, 
denominada D400A, altera a sequencia de 
aminoacidos no dominio responsavel pela 
verificagao na poiimerase, especificamente 
substituindo um acido aspartico por uma 
alanina na posigao 400 da molecula de 
poiimerase. Mostrados aqui, o destino de 
53 camundongos tipo selvagem (+/+), 97 
heterozigotos (+ID400A) e 49 mutantes 
homozigotos {D4004A/D4004A). As modes 
dos homozigotos mutantes foram todas 
devidas a malignidades; estas incluiram 
linfomas, carcinoma de pele escamosa e 
diversos outros tipos de cancer que 
ocorreram relativamente de forma pouco 
frequente. Dois dos heterozigotos 
morreram de causes nao-relacionadas ao 
cancer, ao passo que os homozigotos do 
tipo selvagem sobreviveram ate a idade de 
um ano. As curves de sobrevivencia estao 
mostradas aqui, em um grafico de Kaplan- 
Meier. (De R. E. Goldsby, N. A. Lawrence, L. 
E. Hays et al., Nat. Med. 7:638-639, 2001.) 


Seguindo de perto as DNA polimerases e suas atividades de verificagao, esta um grupo com- 
plexo de protemas de reparo de pareamento erroneo (MMR). Essas enzimas monitoram o 
DNA recentemente sintetizado para detectar seqiiencias de DNA erroneamente copiadas 
que podem ter sido ignoradas pelo mecanismo de verificagao das DNA polimerases. 


As agoes do sistema de reparo de pareamento erroneo tornam-se especialmente cn'ticas 
em regioes do DNA que carregam seqiiencias repetidas. Esses blocos de seqiiencias in- 
cluem simples repetigoes de mononucleoti'deos (como AAAAAAA), repetigoes de dinu- 
cleotideos (como AGAGAGAG) e repetigoes de seqiiencias de maior complexidade. 
Devido a uma falha de alinhamento das fitas parental e nascente, pois as fitas deslizam 
uma sobre outra e podem sair do alinhamento apropriado, as DNA polimerases parecem 
ocasionalmente “gaguejar” enquanto copiam essas repetigoes, resultando na incorpora- 
gao de niimero de copias maior ou menor da sequencia repetida nas fitas filhas recem- 
formadas (Figura 12.8). Entao, a seqiiencia AAAAAAA, ou seja, A^, pode fazer com que 
a poiimerase sintetize uma sequencia Tg ou Tg na fita complementar. As insergoes ou 
delegoes resultantes podem ludibriar a detecgao pelos componentes de verificagao das 
DNA polimerases e sao, portanto, alvos importantes para o reconhecimento e reparo 
pela maquinaria de reparo de pareamento erroneo. 


Por razoes historicas, seqiiencias muito repetidas no genoma, freqiientemente carregando cem 
nucleotideos ou mais por cada unidade de repetigao, tern sido chamadas seqiiencias “satelite”. Ja 
que muitas das seqiiencias menores e mais simples discutidas aqui tambem podem ser encontra- 
das em diversos locais do genoma, elas foram denominadas microssatelites. Um sistema de reparo 
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de pareamento erroneo defeituoso que falha em detectar e remover falhas comeridas pela DNA 
polimerase, como a apresentada anteriormente, ao copiar um microsatdite resultara na expansao 
ou encolhimento das seqiiencias nas celulas da progenie. Isso cria a condigao genetica conhecida 
como instabilidade dos microssatelites (MIN; Figura 12.9), que pode, por fim, envolver modifica- 
goes em milhares de seqiiencias microssatdite espalhadas no genoma de uma celula. 
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Figura 12.8 Erros da DNA polimerase e reparo de pareamento erroneo 
(A) As DNA polimerases, notavelmente a pol-5, ocasionalmente 
“gaguejam" ou pulam uma base de uma sequencia repetida de DNA (i. 
e., uma sequencia microssatelite) presente na fita molde (azul) indicada 
aqui. Como consequencia, a fita recem-sintetizada {verde) pode 
adquirir uma base extra que aumenta o tamanho da sequencia repetida 
ou pode ficar sem uma base {duas imagens superiores). Uma dinamica 
identica pode causar mudangas similares nas sequencias 
microssatelites em que a unidade de repetigao e um segmento 
dinucleotideo TC (duas imagens inferiores) ou uma sequencia de 
repetigao mais complexa (nao-mostrada). (B) Protelnas de reparo de 
pareamento erroneo (MMR) atuam reconhecendo e reparando os erros 
cometidos pelas DNA polimerases, incluindo bases erroneamente 
incorporadas e a replicagao incorreta de sequencias microssatelites. 
Uma poderosa tecnica para visualizar as fungdes individuals de 
protelnas MMR utiliza microscopia de forga atomica. Aqui, a protelna 
MMR MutS da bacteria Thermus aquaticus, uma homologa de diversas 
protelnas MMR de mamiferos, foi visualizada ligando-se a um 
fragmento de DNA no qual um erro de pareamento havia sido 
introduzido em um nucleotideo especifico. MutS curva a dupla helice de 
DNA enquanto escaneia e finalmente encontra regioes de erro de 
pareamento, as quais ela se liga de forma estavel (vista aqui como uma 
piramide branca) (C) Em celulas eucaribticas, dois componentes do 
aparato de MMR, MutS e MutL, colaboram para remover o DNA mal 


pareado. Conforme ilustrado no painel B, MutS (verde) percorre o DNA 
procurando erros de pareamento. MutL, entao, percorre o DNA 
procurando quebras de fitas simples de DNA, que identificam a fita 
(vermelho) que foi sintetizada recentemente; a submetilagao da fita 
recem-sintetizada tambem pode auxiliar nessa identificagao. Apos, 

MutL desencadeia a degradagao dessa fita ate o ponto em que foi 
detectado o pareamento erroneo, permitindo que a slntese de DNA 
reparado siga e gere uma fita de DNA adequadamente pareada. Nao 
esta claro se MutL tambem utiliza outras pistas para determinar a fita de 
DNA recem-sintetizada. (D) A fungao da protelna MMR MutS de 
Thermus aquaticus e revelada em maior detaihe ainda por cristalografia 
de raios X. Parte da estrutura da protelna MutS homodimerica de T. 
aquaticus em complexo com uma helice mal pareada (vermeiho) e 
mostrada aqui. Os domlnios I e IV da subunidade A estao em azui- 
escuro e iaranja, enquanto os domlnios correspondentes da 
subunidade B estao em azui-ciaro e amarelo. Uma flecha (amareio) 
indica onde o residue de fenilalanina 39 da subunidade I esta 
associado a uma timidina nao-pareada em uma das duas fitas. Defeitos 
no homdiogo humane dessa protelna desempenham um papel critico 
em desencadear o cancer hereditario de colon sem polipose (FINPCC), 
discutido na Segao 12.9. (B, de FI. Wang, Y Yang, M. J. Schofield et al.. 
Proa Nati. Acad. Sc/. USA 100:14822-14827, 2003; C, de B. Alberts et al.. 
Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 2002.; D, 
de G. Obmolova, 0. Ban, P FIsieh e W. Yang, Nature 407;703-710, 2000.) 
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Ainda, outros erros de copia mais sutis cometidos pela DNA polimerase, como a incorpora- 
fao de uma base nao-apropriada em uma seqiienda que nao e de repeti^ao, podem ser detec- 
tados e apagados pelas protemas de reparo de pareamento erroneo, que sao altamente sensf- 
veis a saliencias ou voltas na dupla hdice causadas por nucleoti'deos incorporados de forma 
inadequada. A maquinaria de reparo de pareamento erroneo deve ser capaz de distinguir a 
fita recem-sintetizada da fita complementar “parental” que serviu como molde; isso permite 
que o aparato MMR direcione sua aten^ao para remover e reparar a fita recem-sintetizada 
e, portanto, defeituosa (veja a Figura 12.8C). O reparo de pareamento erroneo envolve a 
excisao dos nucleoti'deos que originaram a falha no pareamento e uma nova tentativa de 
sintetizar essa fita. 


BAT25 


colon 
normal 

colon 
com tumor 

tumor de 
mama — 







tamanho malor 


Trabalhando juntos, esses diversos mecanismos de corre^ao de erro originaram taxas 
extremamente baixas de bases copiadas erroneamente que sobreviveram para tornar-se 
seqiiencias de DNA mutantes. Para come^ar, as DNA polimerases cometem erros de 
copia em apenas um em cada 10^ nucleoti'deos polimerizados. A corre^ao de erro 3’- 
para-5’ das polimerases percebe um em cada 10^ nucleoti'deos inicialmente copiados 
erroneamente pela polimerase, reduzindo, assim, a taxa de erro para um em cada 10^ 
nucleoti'deos. Apos a DNA polimerase ja ter passado por toda a extensao do DNA, as 
protemas de reparo de pareamento erroneo verificam a fita de DNA recem-sintetizada 
uma segunda vez. As enzimas de reparo de pareamento erroneo falham na corre^ao de 
apenas uma base erroneamente sintetizada dentre um grupo de cem que escaparam da 
aten^ao da corre^ao realizada pela DNA polimerase. Junto, isso origina uma taxa de 
muta^ao surpreendentemente baixa de apenas um nucleoti'deo para cada 10^ que foram 
sintetizados durante a replica^ao do DNA. Conforme veremos, defeitos nesses mecanis¬ 
mos de corre 9 ao de erro podem levar a canceres familiais e esporadicos. 

Finalmente, a replica^ao de DNA ocasiona ainda outros perigos para o genoma. Algumas 
medidas indicam que ate 10 quebras de dupla-fita (ds) ocorram por genoma celular cada vez 
que uma cdula passa pela fase S. Essas quebras parecem ocorrer proximo a forquilhas de 
replica^ao, ostensivamente porque a fita simples de DNA na por^ao desenrolada, mas nao 
ainda replicada, do DNA parental e susceti'vel a quebras inadvertidas (Figura 12.10). As 
celulas desenvolveram mecanismos para lidar com tais quebras de dsDNA, como veremos 
depois. Falhas ao reparar tais quebras de forma apropriada podem levar a conseqiiencias 
desastrosas, incluindo quebras cromossomais e transloca^oes. 


12.5 Genomas celulares estao sob ataque constante de processes 
bioquimicos endogenos 

Muitas das narrativas das origens da pesquisa contemporanea do cancer contem uma forte 
enfase nas afoes dos agentes carcinogenicos que entram no corpo atraves de diversas rotas, 
atacam moleculas de DNA dentro das cdulas e criam genomas celulares mutantes que oca- 
sionalmente causam a forma^ao de celulas cancen'genas. Nao reconhecidos por esses modelos 
de cancer estao os mutagenos e os mecanismos mutagenicos de origem endogena. Em deca- 
das recentes, no entanto, tecnicas anallticas de sensibilidade bastante aumentada permitiram 
que os pesquisadores detectassem bases e nucleoti'deos alterados no DNA de celulas normals 
que nao haviam sido expostas a mutagenos. Os resultados dessas analises causaram uma 
modifica^ao profunda no pensamento sobre a origem de muitos genes mutantes presentes no 
genoma de celulas humanas, ja que eles demonstraram que processes bioquimicos endoge¬ 
nos geralmente oferecem uma contribui^ao muito maior para muta^oes no genoma do que 
mutagenos exogenos. Ja que eventos mutagenicos, independentemente de sua origem, sao 
potencialmente carcinogenicos, isso for^ou uma reconsidera^ao sobre a forma como muitos 
canceres humanos surgem. 


Figura 12.9 Deteegao da instabilldade de 
microssatelltes A instabilldade de 
microssatelltes (MIN) frequentemente causa 
uma expansao ou contragao no tamanho 
de uma sequencia de repetigao 
mlcrossateiite. Na anallse mostrada aqui, o 
tamanho de uma repetigao de 
mononucleotideos e reveiado utlllzando a 
tecnica de PCR (reagao em cadela da 
polimerase), na qual os Iniciadores llgam- 
se a sequenclas que flanquelam a 
repetigao em ambos os lados. A sequencia 
BAT25, locaiizada no cromossomo 4q12 
humano, consiste na sequencia 
TTTTxTxTTTTxT7xxT25, em que “x” Indica 
outro nucieotideo que nao T. Devido a erros 
cometidos pela polimerase utlllzada na 
reagao de PCR, os produtos da reagao 
apresentam uma distribulgao gaussiana 
dos tamanhos agrupados ao redor de um 
produto de PCR que representa o tamanho 
real do segmento de DNA genomico que 
esta sendo amplificado. Esta anallse 
mostra os tamanhos de uma repetigao 
mlcrossateiite de uma mulher sofrendo de 
FtNPCC (cancer hereditario de colon sem 
polipose) diagnosticado tanto com 
carcinomas de mama quanto de colon; o 
grafico do DNA de tecido normal adjacente 
ao carcinoma de colon tambem foi 
analisado. Esta anallse revelou um aumento 
claro no tamanho das repetigoes 
microssatelltes no carcinoma de colon 
{inclinagao para a esquerda), enquanto o 
tumor de mama exibe uma repetigao de 
microssatelltes precisamente igual ao DNA 
normal, controle. (Essa observagao sugere 
fortemente que o carcinoma de mama, ao 
contrario do carcinoma de colon, 
dificilmente foi formado por MIN.) (De A. 
Muller, T. B. Edmonston, D. A. Corao et al.. 
Cancer Res. 62:1014-1019, 2002.) 


A estrutura da dupla helice de DNA, com suas bases viradas para dentro, oferece uma medida 
de protegao a todos os tipos de ataques quimicos, protegendo seus grupos quimicos poten¬ 
cialmente reativos, notavelmente as cadeias laterals de aminas das bases, de varies agentes 
mutagenicos. Apesar dessa estrutura inteligente, as moleculas de DNA estao sujeitas a altera- 
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Figura 12.10 Quebras no DNA dupla-fita 
nas forquilhas de replicagao Durante a 
replicagao do DNA, moleculas de DNA 
estao especialmente vulneraveis a quebra 
nas porgoes da molecula proximas a 
forquilha de replicagao que ainda nao 
sofreu replicagao. A quebra resultante e 
funcionalmente equivalente a uma quebra 
de DNA dupla-fita ocorrendo em uma 
dupla helice ja formada, na qual a quebra 
deixa duas helices desconectadas em 
ambas as fitas. 


diregao do movimento 
da forquilha de replicagao 



goes qufmicas e danos flsicos. Alguns desses danos parecem ocorrer por meio da agao do 
hidrogenio e de ions hidroxila presentes em concentragoes baixas (-lO'^M) em pH neutro. 
Freqiientemente citado nesse contexto esta o processo de depurinagao, no qual a ligagao 
qui'mica unindo uma base piirica (adenina ou guanina) a desoxirribose quebra-se esponta- 
neamente (Figura 12.11A). De acordo com algumas estimarivas, ate 10 mil bases puricas sao 
perdidas por depurinagao a cada dia em uma celula de mamifero. (Essa quantidade representa 
mais do que 10*^ nucleoti'deos quimicamente alterados gerados a cada dia no corpo humano!) A 
depirimidinagao ocorre com uma taxa de 20 a 100 vezes menor, mas ainda resulta em ate 500 
bases de citosina e timina perdidas por celula por dia. Estimarivas do mvel estacionario de nucleo- 
ti'deos que nao possuem bases presentes em um unico genoma humano vao de 4 mil a 50 mil. 

Ao mesmo tempo, a desaminagao, processo no qual os grupos amina que se protundem dos aneis 
das bases de guanina, adenina e citosina sao perdidos, pode ocorrer. Essa desaminagao leva, respec- 
tivamente, a xantina, hipoxantina e uracila (Figura 12.1 IB). A uracUa, por sua vez, pode ser lida, 
em seguida, como uma timina durante a replicagao subseqiiente do DNA, causando, assim, uma 
mutagao pontual C-T, conhecida como mutagao de transigao, na qual uma pirimidina substitui 
outra. As bases geradas por desaminagao sao todas estranhas para o DNA normal, e, conseqiien- 
temente, podem ser reconhecidas como tal e removidas pelas enzimas de reparo de DNA. No 
entanto, quaisquer bases alteradas que escaparem da detecgao e remogao por essas enzimas de 
reparo representam fontes em potencial para mutagoes pontuais. 

A desaminagao espontanea da 5-metilcitosina - a forma metilada da citosina que encontra- 
mos anteriormente (Segao 7.8) - ocorre ainda mais freqiientemente, originando a timina 
(veja a Figura 12.1 IB). Isso cria um problema serio para o aparato de reparo de DNA, ja que 
a timina (ao contrario dos outros tres produtos de desaminagao descritos anteriormente) e 
um componente normal do DNA, e o par de bases T:G pode, dessa forma, escapar da detec¬ 
gao, sobreviver e, por ultimo, servir como molde durante um ciclo subseqiiente de replicagao 
de DNA, levando a uma mutagao pontual C-para-T. 

De fato, essa desaminagao da 5-metilcitosina representa uma grande fonte de mutagoes pon¬ 
tuais no DNA humano. De acordo com uma estimativa, 63% das mutagoes pontuais nos 
genomas de tumores de orgaos internos (i. e., nos tecidos protegidos de radiagao UV) surgem 
de seqiiencias CpG. Entre os alelos mutantes de p53, em torno de 30% parece ter surgido a 
partir de seqiiencias CpG presentes no genoma tipo selvagem do alelo p53. (Mais precisa- 
mente, essa percentagem e aumentada em parte pelo fato de que, durante o carcinoma de 
pulmao, seqiiencias CpG metiladas tambem sao alvos favorecidos para o ataque de formas 
quimicamente ativadas do benzo[tf] pireno [veja a Segao 12.6], um hidrocarboneto aroma- 
tico policiclico [PAH] presente na fumaga do tabaco. Entao, nem todas as mutagoes surgin- 
do de si'tios CpG derivam de eventos de desaminagao.) 
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Figura 12.11 Depurinagao e desaminagao 
de bases (A) A depurinagao espontanea 
frequentemente afeta a guanina do DNA, 
deixando para tras uma desoxirribose. (B) 
As reagoes de desaminagao afetando 
bases puricas e pirimidinicas, que 
ocorrem espontaneamente a diferentes 
taxas em pFI neutro, ocasionam 
mudangas nas sequencias nucleotidicas, 
a menos que sejam reparadas. Em cada 
caso, 0 atomo de nitrogenio em vermelho 
participa da formagao de uma ligagao 
covalente glicosidica no carbono 1 da 
desoxirribose. A desaminagao da 
5-metilcitosina produz a timina (aba/xo); 
por esta base nao estar presente 
naturalmente no DNA, ela nao e sempre 
reconhecida como aberrante pela 
maquinaria de reparo, explicando as 
mutagoes frequentes em locais que 
possuem essa base metilada. (Adaptada 
de B. Alberts et al., Molecular Biology of 
the Cell, 4th ed. New York: Garland 
Science, 2002.) 


5-metllcltoslna 




timlna 


O ambiente intracelular traz ainda outros perigos para o DNA cromossomal. O maior vem 
dos processes de oxidagao, que podem infligir muito mais dano ao DNA do que as reagoes 
mencionadas anteriormente. Sao mais importantes aqui as reagoes que ocorrem na mitocon- 
dria e geram uma variedade de intermediarios a medida que o oxigenio e progressivamente 
reduzido a agua: 


O 2 + ^ ^ ^ ^2^2 ^ *OId + ^ H 2 O 

I'on peroxide de radical 

superoxido hidrogenio hidroxil 

Alguns desses intermediarios, as chamadas especies reativas de oxigenio (ROS), podem esca- 
par da mitocondria para o citosol e, posteriormente, para o resto da celula. Dentre tais inter¬ 
mediaries, incluem-se o ton superoxido, o peroxide de hidrogenio e o radical hidroxil — os 
intermediarios das reagoes listadas anteriormente. Outros oxidantes, ainda, surgem como 
subprodutos de diversas enzimas que utilizam oxigenio, incluindo aquelas dos peroxissomos 
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(corpos citoplasmaticos que estao envolvidos na oxidagao de diversos constituintes celulares, 
principalmente lipi'deos) e da oxidagao espontanea de lipi'deos, que resulta em sua peroxida- 
gao. A inflamagao tambem e uma fonte importante de oxidantes que favorecem a mutagene- 
se e, portanto, a carcinogenese (Barra lateral 12.3). 

As moleculas altamente reativas produzidas por esses diversos processes prosseguem, em 
geral, em segundos, para formar ligagoes covalentes com muitas outras especies molecu- 
lares na celula. Centre esses muitos alvos de ataque pelas especies reativas de oxigenio, 
estao as bases do DNA, incluindo tanto purinas quanto pirimidinas (veja a Figura 12.12). 
Alem disso, as especies reativas de oxigenio podem induzir quebras no DNA simples e 
dupla fita (Figura 12.1 lA), locals apurmicos ou apirimidmicos (juntos, conhecidos como 
sftios abasicos, nos quais as bases sao clivadas para fora da desoxirribose; p. ex., veja a 
Figura 12.1 lA), bem como ligagoes cruzadas entre DNA e protemas. Conforme descrito 
a seguir, muitas das bases alteradas resultantes sao reconhecidas por uma maquinaria de 
reparo que prossegue para excisa-las do DNA. Algumas das bases excisadas, incluindo a 
timina glicol, que deriva da desoxitimidina glicol, e a 8-oxoguanina, que deriva da 8- 
oxo-desoxiguanosina (8-oxo-dG), podem ser detectadas e quantificadas na urina de ma- 
mi'feros, fornecendo alguma indicagao da taxa na qual elas sao produzidas em todo o 
corpo (Barra lateral 12.4). 

Alguns experimentos tern mostrado que a formagao desses compostos e diretamente pro- 
porcional a taxa do metabolismo oxidativo em diversas especies (Figura 12.13). A for- 
magao de 8-oxo-dG origina uma mutagao perigosa, ja que uma conformagao dessa base 
alterada pode parear facilmente com um A. Essa falha de pareamento de bases na bora da 
replicagao do DNA pode levar, por sua vez, a substituigao de um par de bases G:C, via 
um pareamento G:A, por um par de bases T:A (veja a Figura 12.12B). Tal substituigao 
G^T, de uma purina por uma pirimidina (ou o oposto) e freqiientemente chamada de 
transversao. Outro dano tambem pode ocorrer por meio da metilagao de bases desenca- 
deada por uma reagao com a S-adenosilselenometionina, um intermediario metabolico 
comum nas celulas que carrega um grupo metil. Tornados juntos, o rastro contmuo de 
dano da oxidagao, depurinagao, desaminagao e metilagao podem alterar milhares de ba¬ 
ses por genoma celular por dia, excedendo em muito a quantidade de erros criada por 
agentes mutagenicos exogenos na maioria dos tecidos. 


Barra lateral 12.3 A inflama 9 ao pode possuir conseqiiencias mitogenicas e mutagenicas A infla- 
ma^ao cronica dos tecidos e freqiientemente provocada por certos agentes infecciosos, como em 
infeegoes pelos virus da hepatite B e C no figado, infec^oes por Helicobacter no epitelio gastrico e 
infeegoes no epitdio cervical pelo papilomavi'rus humano (HPV) (Se^ao 11.15). Essas infec^oes 
levam a morte celular e a uma proliferagao compensatoria resultante das celulas sobreviventes - 
um tipo de promogao de tumor discutida no capitulo anterior. 

Essas respostas inflamatorias tambem podem possuir conseqiiencias mutagenicas diretas. 
Vejamos como. O sistema imune despacha celulas, notavelmente macrofagos e neutrofilos, 
para locals de infec^ao; essas celulas fagociticas destroem e consomem celulas infectadas em 
tecidos infectados. De maneira importante, tais fagdeitos matam celulas, em parte liberando 
grandes quantidades de uma mistura poderosa de oxidantes, que inclui oxido nitrico (NO), 
ion superoxido (02*')> perdxido de hidrogenio (HjOj) e hipoclorito (OCf). Essas especies 
quimicas altamente reativas matam as celulas-alvo que pretendiam, mas, junto a estas, po¬ 
dem causar danos colaterais, deixando para tras um mimero significative de sobreviventes 
cujos genomas elas tambem danificaram. Como os subprodutos do metabolismo oxidativo 
normal, esses oxidantes agem como mutagenos nos genomas de celulas espectadoras nas redonde- 
zas por meio de sua capacidade de gerar bases quimicamente modificadas por nitra^ao, oxida^ao, 
desamina^ao e halogena^ao. De fato, os DMAs de tecidos inflamados e neoplasicos foram desco- 
bertos como possuidores de concentra^oes substancialmente aumentadas de 8-oxo-dG (veja a 
Figura 12.12), um dos principals produtos da oxida 9 ao do DNA. A taxa de muta^ao aumen- 
tada nas celulas que possuem tais bases oxidadas ajuda a explicar por que inflama^oes croni- 
cas, em muitos tecidos, favorecem a progressao de tumor. 
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Figura 12.12 Oxidagao das bases do DNA A oxidagao das bases do 
DNA, que frequentemente resulta das agoes de especies reativas de 
oxigenio (ROS), pode ser mutagenica na ausencia de reagoes de 
reparo de DNA subsequentes. (A) Duas reagoes frequentes de 
oxidagao envolvem a desoxiguanosina (dG), que e oxidada a 8-oxo- 
deoxiguanosina (8-oxo-dG); e desoxi-5-metiicitosina (d-5'-mC), o 
nucleotideo que esta presente em sequencias CpG metiladas. Na 
oxidagao, esta ultima forma uma base instavel que e rapidamente 
desaminada, originando a desoxitimidina glicol (dig). (B) A 8-oxo- 


dG, que e formada pela oxidagao de dG, pode parear erroneamente 
com a desoxiadenosina (dA), em vez de former urn par de bases 
normal com desoxicitosina (dC). Entao, se 8-oxo-dG nao for 
removida da dupla helice, a maquinaria de replicagao de DNA pode 
incorporar inapropriadamente uma dA em vez de uma dC, 
resultando em uma mutagao pontual C-A. "dR” significa 
desoxirribose em todos os casos. As purinas sao mostradas em 
diversos tons de vermelho e marrom, enquanto as pirimidinas sao 
mostradas em diversos tons de verde. 


12.6 Genomas celulares estao sob ataque ocasional de mutagenos 
e seus metabolitos 


Conforme vimos repetidamente neste texto, genomas celulares tambem sao danificados por 
carcinogenos exogenos, incluindo varios tipos de radiagao, bem como moleculas que entram 
no corpo pela comida que comemos e pelo ar que respiramos. Entre os carcinogenos mais 


Barra lateral 12.4 Produtos da oxidagao na urina fornecem uma esti- 
mativa da taxa de dano ocorrendo no genoma celular De acordo com 
estimativas recentes, os genomas de algumas celulas humanas sofrem 
ate 10^ ataques oxidativos por dia, em torno de 10 vezes menos do que 
a taxa na qual a depurinagao de bases ocorre. As bases oxidadas resul- 
tantes sao bastante, mas nao totalmente, removidas e substitui'das pelas 
bases normals apropriadas. Celulas de rato sofrem em torno de 10 ve¬ 
zes mais ataques oxidativos por celula por dia em seus genomas do que 
celulas humanas, porque eles possuem uma taxa metabolica sete vezes 
mais elevada (Figura 12.13). Qualquer lesao oxidativa nao-reparada ira 
se acumular com o tempo, especialmente nos genomas de celulas que 
nao sao mitoticamente ativas. 

A 8-oxo-dG e o nucleotideo que resulta de dano oxidativo mais 
frequentemente observado. Parece que 1 a 2% desses nucleotideos oxi- 
dados falham ao serem removidos pelo aparato de reparo de DNA. Os 
oxidantes podem oxidar o precursor nucleotidico de dG antes que ele 
seja incorporado ao DNA; o nucleosideo trifosfatado oxidado pode entao 
ser incorporado ao DNA, em vez do dGTP. Alternativamente, os oxi¬ 
dantes podem atacar a base guanina apos sua incorporagao ao DNA. A 
importancia de dGTP oxidada (i. e., 8-oxo-dG trifosfato) e indicada 
pelo fato de que uma enzima especial - MTH1 - e utilizada por celulas 


de mamifero para degradar esse precursor de DNA oxidado; camun- 
dongos que nao possuem MTH 1 desenvolveram tumores em uma taxa 
3 a 4 vezes maior do que seus correspondentes do tipo selvagem. (Ou- 
tra enzima ainda altamente especializada, chamada MUTYH, excisa 
adeninas que foram incorporadas erroneamente para se oporem a 8- 
oxo-dG no DNA.) A 8-oxo-dG excisada do DNA e muito excretada na 
urina. 

Infelizmente, as analises dos produtos de oxidagao do DNA estive- 
ram sujeitas a muitos artefatos, incluindo a oxidagao inadvertida do 
DNA e nucleosideos in vitro. Em uma ocasiao, aliquotas de uma prepa- 
ragao de DNA foram enviadas para 21 laboratorios da Europa para 
medidas do conteudo de 8-oxo-dG; as analises resultantes produziram 
estimativas variando em um fator de mais de 200. As estimativas de 
mimero de bases oxidadas diminuiram dramaticamente nos ultimos 
anos. Ainda assim, as estimativas novas, mais conservativas, posicio- 
naram o nlvel estacionario de residuos de 8-oxo-dG do DNA isola- 
do de uma media de celulas humanas em torno de 3 mil. Esses ni- 
veis estacionarios sao comparaveis aos niveis de bases quimicamente 
alteradas que sao formadas no DNA de um tecido-alvo que foi ex- 
posto a doses altas e carcinogenicas de compostos como aflatoxinas 
e aminas heterociclicas. 
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Figura 12.13 Taxa metabolioa e oxidagao 
de DNA A taxa metabolica, e, portanto, a 
taxa de consumo de oxigenio, varia 
inversamente com o tamanho do corpo 
em mamiferos, sendo em torno de uma 
ordem de magnitude maior em roedores 
do que em humanos. Conforms indicado 
aqui, urn maior consumo de oxigenio (ml 
de O 2 por grama de peso corporal por 
hora, abscissa) esta correlacionado com 
urn aumento na taxa de oxidagao de 
bases do DNA, ostensivamente criada por 
ROS que sao subprodutos da fosforilagao 
oxidativa na mitocondria. Timina glicol 
(ordenada) e 0 produto da excisao do 
DNA da base pirimidica presente na 
desoxitimidina glicol (veja a Figura 12.12), 
urn dos produtos mais comuns da 
oxidagao do DNA; essa base e 
eventualmente excretada na urina. A taxa 
de excregao de 6 nmol por quilograma de 
peso corporal por dia medida em 
camundongos e rates corresponds a 
cerca de 3 mil timidinas oxidadas por 
celula por dia. (De B. N. Ames, Free 
Radio. Res. Com. 7:121-128, 1989; e de 
B. N. Ames e L. S. Gold, Mutat. Res. 
250:3-16, 1991.) 


bem-estudados estao os raios X, freqiientemente chamados de “radiagao ionizante” devido as 
moleculas ionizadas, quimicamente reativas, que essa forma de energia eletromagnedca cria 
nas celulas. Acredita-se que ate 80% da energia depositada nas celulas por raios X sejam 
gastos na remogao de eletrons de moleculas de agua. Os radicals livres resultantes prosseguem 
para gerar especies reativas de oxigenio (ROS). Os raios X podem alterar o DNA, ja que 
freqiientemente geram radicals livres que criam quebras de dupla ou simples fita na dupla 
helice. Conforme sera discutido a seguir, essas quebras de dupla-fita sao freqiientemente 
dificeis de serem reparadas e podem, em alguma ocasiao, gerar quebras em um cromossomo 
que podem ser vistas ao microscopio durante a metafase. 

A radiagao ultravioleta (UV) do sol e uma fonte mais comum de radiagao ambiental do 
que os raios X. Organismos vivos tiveram de conviver com a radiagao UV desde que a 
vida se formou pela primeira vez neste planeta, ha 3,5 bilhoes de anos. Uma vez que o 
oxigenio se acumulou ate m'veis altos na atmosfera, cerca de 0,6 bilhoes de anos atras, o 
ozonio formado a partir do oxigenio atmosferico providenciou um escudo protetor que 
atenuou significativamente o fluxo de radiagao UV atingindo a superficie da Terra. Ape- 
sar disso, uma quantidade significativa de UV ainda obtem sucesso na penetragao do 
escudo de ozonio e alcanga a biosfera. 

Caso fotons de UV atinjam moleculas de DNA em alguma de nossas celulas da pele, 
uma conseqiiencia freqiiente seria a formagao de dimeros de pirimidina - ou seja, liga- 
goes covalentes formam-se entre duas pirimidinas adjacentes na mesma fita de DNA. A 
principio, essas ligagoes podem se formar entre dois Cs adjacentes, dois Ts adjacentes ou, 
ainda, entre um C e um T adjacentes. Em mamiferos, nos quais a porcentagem de As, 
Cs, Gs e Ts e similar, mais de 60% de dimeros de pirimidina sao TT, e aproximadamente 
30% sao dimeros CT, com as dipirimidinas restantes sendo dimeros CC. Conforme 
visto na Figura 12.14, um par de ligagoes covalentes e formado entre pirimidinas adja¬ 
centes, resultando na criagao de um anel com quatro carbonos (ciclobutano). Outra 
classe, menos comum, de fotoprodutos do DNA, chamados pirimidina (6-4) pirimidi- 
nona, tambem envolve a ligagao covalente entre duas pirimidinas adjacentes. Uma vez 
formados, dimeros de pirimidina sao bastante estaveis e podem persistir por longos pe- 
riodos no DNA, a menos que sejam reconhecidos e removidos por certas enzimas de 
reparo de DNA. 

O fato de que esses dimeros de pirimidina sao mutagenicos e demonstrado dramatica- 
mente pelo espectro de mutagoes de p53 encontradas nos DNAs de queratoses (lesoes 
benignas de pele) e nos carcinomas de celulas basais da pele. Nesses crescimentos, mui- 
tos dos alelos mutantes de p53 carregam uma substituigao de dipirimidina. Enquanto o 
dimero TT e o mais freqiientemente formado pela radiagao UV, ele e apenas fracamente 
mutagenico, ja que diversas enzimas de reparo e replicagao de DNA, a serem discutidas 
a seguir, sao capazes de lidar efetivamente com ele. Isso explica por que substituigoes 
CC^TT, que surgem de dimeros de CC (em vez de TT), sao as conseqtiencias mais 
comuns de mutagenese por luz UV. Ja que os fotons de UV caracteristicamente causam 
essa mutagao, essas observagoes fornecem maior suporte para a nogao de que raios UV 
sao diretamente mutagenicos e carcinogenicos para a pele humana. (Outra evidencia 
para um papel causal direto da radiagao UV e epidemiologica: a incidencia de carcino¬ 
mas de celulas escamosas da pele dobra a cada declinio de 10° na latitude, alcangando 
seu pico no equador, onde a exposigao cumulativa ao UV e maior.) Como poderia se 
esperar, esse tipo particular de mutagao na p53 e, em outras circunstancias, extremamen- 
te raro nos genomas de muitos tipos de tumores humanos que surgem em orgaos inter- 
nos e estao, portanto, protegidos da radiagao UV. 

Diversas especies quimicas podem entrar no corpo, softer modificagoes quimicas e entao 
prosseguir para reagir com as macromoleculas dentro das celulas, dentre estas, o DNA. 
Muitas dessas especies quimicas modificadas sao eletrofilicas, ou seja, sao moleculas que 
procuram e atacam regioes ricas em eletrons de moleculas-alvo. Entre os mutagenos mais 
potentes esta uma classe de compostos, chamados agentes alquilantes, que sao capazes 
de ligar covalentemente grupos alquila a bases de DNA (Figura 12.14C). 
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Figura 12.14 Produtos da irradiagao UV e 
metilagao do DNA A radiagao ultravioleta 
(UV) produz ligagoes covalentes cruzadas 
entre bases pirimidinicas adjacentes no 
DNA. Quando DNA purificado e irradiado 
com fotons de 254 nm, 71% dos 
fotoprodutos formados resultantes sao os 
dimeros ciclobutano de pirimidina (CPD; A), 
enquanto 24% dos fotoprodutos sao de 
pirimidina (6-4) piridinona (6-4PP) (B). 0 
anel de ciclobutano de CPD esta 
destacado em vermelho no painel A, como 
a ligagao unindo a posigao 6 de uma 
pirimidina a posigao 4 da pirimidina 
adjacente no painel B. Essas estruturas sao 
relativamente estaveis e devem ser 
removidas pelo reparo acoplado a 
transcrigao e pelo reparo genomico global 
(a ser descrito na Segao 12.8). (C) Agentes 
alquilantes exogenos podem alterar 
covalentemente as bases do DNA pela 
ligagao de grupos alquila, como os grupos 
metila {laranja) mostrados aqui. Muitos 
desses grupos metila tambem podem ser 
gerados endogenamente pelas agoes 
inadvertidas da S-adenosil metionina, que 
carrega urn metil altamente reativo que 
desempenha urn papel fundamental em 
muitas reagoes biossinteticas normals. Os 
nitrogenios que formam ligagoes 
glicosidicas com a desoxirribose estao 
mostrados em rasa. 


A alquilagao de uma base pode desestabilizar sua ligagao covalente a desoxirribose, resultando na 
perda de uma base purica ou pirimi'dica do DNA. Alternativamente, as bases alquiladas podem ser 
lidas erroneamente pela maquinaria da DNA polimerase durante a replicagao do DNA. Devido a 
sua mutagenicidade potente, agentes alquilantes com freqiiencia sao utilizados experimentalmen- 
te para induzir varios tipos de tumor em animals de laboratorio. (Alem disso, como certos agentes 
alquilantes que sao utilizados clinicamente como quimioterapicos anticancer sao tambem poten- 
tes mutagenos, uma conseqiienda retardada da quimioterapia pode ser o aparecimento, em um 
segundo local anatomico, de um novo tumor, induzido pela terapia.) 

Um grande numero de mutagenos potentes e formado quando compostos ingeridos ou inalados 
tornam-se alterados por processos metabolicos ocorrendo dentro de nossas celulas. Podemos citar 
como exemplo o benzoMpireno (BP), um carcinogeno potente que se encaixa na classe dos 
hidrocarbonetos aromaticos polidclicos (PAHs), ou seja, moleculas que carregam multiplos aneis 
de benzeno fusionados em varias combinagoes (veja a Figura 2.22). Experimentos conduzidos na 
Inglaterra, no final de 1920, indicaram que esse composto e um carcinogeno proeminentemente 
encontrado entre a mistura complexa de compostos no alcatrao de hulha. 

Um arranjo elaborado de enzimas pertencentes a classe das enzimas do citocromo P-450 
(Gyps) e liberado pela celula para oxidar hidrocarbonetos polidclicos. (Os genes para 46 
P-450 distintas ja foram descobertos no genoma humano.) O objetivo da celula e detoxificar 
essas especies quimicas que vem de fora e converte-las em moleculas que sao soliiveis e po¬ 
dem ser facilmente excretadas (Figura 12.15A). No entanto, uma conseqiiencia inadvertida 
dessa detoxificagao e, freqiientemente, a criagao de especies quimicas que sao altamente rea- 
tivas com o DNA e sao, portanto, ativamente mutagenicas (Figura 12.15B). Como conse- 
qiiencia, procarcindgenos quimicamente inertes e nao-reativos sao convertidos em carcinoge- 
nos terminals, altamente reativos, que podem atacar diretamente moleculas de DNA pela sua 
capacidade de format ligagoes covalentes com varias bases. A entidade qui'mica formada apos 
a reagao de um carcinogeno com uma base de DNA e freqiientemente denominada aduto de 
DNA (Figura 12.16). 
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Figura 12.15 Agoes dos citocromos em procarcinogenos (A) Os citocromos P450 (Gyps) 
estao envolvidos na biossintese de diversos metabolitos, como hormonios esteroides, 
colesterol e acidos da bile, alem da degradagao de compostos como acidos graxos e 
esteroides. Junto a isso, eles sao usados para auxiliar na oxidagao e detoxificagao 
associada de diversos xenobioticos (compostos originarios de fora do corpo), como 
drogas e carcinogenos. A cavidade de ligagao do substrata da CYP2C9 humana, 
mostrada agui, carrega uma molecula de substrate xenobiotico, neste caso a warfarina 
(usada tanto como droga anticoagulante quanto como veneno de rato; substrata, acima). 
A molecula de warfarina esta justaposta ao anel heme (abaixo), que atua oxidando a 
warfarina, e, assim, detoxificando-a. A grande cavidade de ligagao do substrata das Gyps 
permits que elas acomodem uma vasta gama de substrates, muitos dos quais sao 
bastante hidrofobicos. (B) Dentre os compostos xenobioticos que entram no corpo estao 
uma grande variedade de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) que derivam da 
fumaga do tabaco, comidas assadas e ambientes poluidos. Urn PAFI comum e o 
benzo[a]pireno (BR mats a esquerda), o qual, seguindo duas reagoes de oxidagao 
mediadas por enzimas do citocromo P450 (principalmente CYP1A1), e convertido em 
benzo[a]pirenodiolepoxido (BPDE) (mats a direita). Esta molecula altamente reativa e 
chamada de carcinogeno terminal (Segao 2.9), pois, ao contrario de seu precursor BR e 
capaz de atacar diretamente bases de DNA e former adutos covalentes, que 
frequentemente geram mutagoes oncogenicas. (A, de R A. Williams, J. Cosme, A. Ward et 
al.. Nature 424:464-468, 2003; B, de E. C. Miller, Cancer Res. 38:1479-1496, 1978.) 
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Figura 12.16 Adutos de DNA G grupo 
epoxido quimicamente reativo do 
benzo[a]pirenodiolepoxido (BPDE; veja a 
Figura 12.15B) pode atacar diversas 
posigoes quimicas do DNA, incluindo a 
amina extractclica da guanina (mostrada 
aqui) e os dois aneis de nitrogenio e o G® 
dessa base (nao-mostrado). Como a celula 
pode remover esses diversos adutos com 
eficiencias diferentes, o aduto G® de BP 
pode ser mais potencialmente mutagenico 
do que os adutos mais frequentemente 
formados mostrados aqui. Ainda que 
hidrocarbonetos arom&icos policiclicos 
venham sendo estudados por mais de meio 
seculo, sua contribuigao precisa para o 
desenvolvimento de canceres humanos 
permanece materia de debate, ainda que 
evidencias indiretas fornegam sugestoes 
fortes de urn papel importante (veja a 
Figura 12.17). 
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Na maioria dos casos, carcinogenos terminals, quimicamente reativos, atacam outras mole- 
culas quase imediatamente apos terem sido formados. Como conseqiiencia, eles possuem 
tempos de vida como moleculas livres que sao medidas em segundos; isso determina que 
muitas das lesoes geneticas criadas por carcinogenos ativados surjam nas mesmas celulas nas 
quais essas moleculas sofreram a ativa^ao metabolica inicial. Por exemplo, o benzo[«]pireno 
(BP), citado anteriormente como um importante componente carcinogenico do alcatrao de 
hulha, e tambem um proeminente componente carcinogenico da fuma^a do tabaco. Por 
conseqiiencia, BP e freqiientemente ativado nas primeiras celulas em que ele entra - as celu¬ 
las epiteliais dos pulmoes de fumantes. Uma vez formado, o derivativo ativado, 
benzo[tf]pirenodiolepoxido (BPDE), prossegue diretamente para formar adutos com os resi- 
duos de guanosina no DNA dessas celulas epiteliais (veja a Figura 12.16), como sugeridos 
por algumas das caracterfsticas substituifoes de bases encontradas em alelos mutantes de p53 
de canceres de pulmao resultantes (Figura 12.17). 


Dentre os mais potentes carcinogenos exogenos esta a aflatoxina B1 (AFBl), que e produzida 
por fungos pertencentes ao genero Aspergillus. Esses fungos crescem em sementes de amen- 
doim e graos que nao foram armazenados apropriadamente. As pessoas que vivem em areas 
onde a exposi 9 ao a AFBl e alta possuem um risco tres vezes mais elevado de desenvolverem 
um carcinoma hepatocelular (HCC), ao passo que as pessoas portadoras de uma infec 9 ao 
viral cronica por hepatite B (Se^ao 11.15) possuem um risco sete vezes maior de desenvolver 
essa doen 9 a. Em algumas areas do mundo, indivi'duos que sofrem essa infec^ao viral e tam¬ 
bem sao expostos a comidas contaminadas com AFBl possuem um risco 60 vezes maior de 
contrair cancer de flgado (Figura 12.18A). 

Uma vez que AFB1 e ativado pelas Gyps no flgado, o metabolito resultante pode atacar bases 
guanina e formar um aduto de DNA por meio da liga^ao covalente a essa base (Figura 12.18B). 
AFBl causa uma muta^ao G-para-T caracten'stica no DNA. Tais muta^oes pontuais, nas quais a 
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Figura 12.17 Mutagoes pontuais em p53 
causadas por mutagenos As mutagoes 
pontuais encontradas em alelos de p53 
carregados por celulas de canceres 
humanos nos fornecem pistas sobre as 
Identidades dos agentes mutagenicos 
responsavels. (A) Todos os tipos de cancer; 

(B) canceres de pulmao em nao-fumantes; 

(C) canceres de pulmao em fumantes; (D) 
canceres de pulmao em nao-fumantes 
expostos a emissoes de fumaga do carvao. 
Em cada caso, o numero de tumores 
anallsado esta Indicado por n. Graficos em 
forma de torta: transversoes G;C-para-T;A 
(I. e., G-para-T) foram encontradas em 15% 
de um de mais de 15 mil alelos mutantes 
de p53 assoclados a diversos tumores 
humanos. No entanto, em carcinomas de 
pulmao de nao-fumantes, 21% dos alelos 
mutantes de p53 carregavam essa 
transversao, enquanto 33% dos alelos 
mutantes de p53 de canceres de pulmao 
orlundos de fumantes de cigarro 
apresentavam essa transversao, que estava 
presente em 75% dos canceres de pulmao 
de nao-fumantes que tiveram uma historla 
de exposigao repetida a emissoes de 
fumaga do carvao. Essa transversao G- 
para-T fol encontrada experlmentalmente 
como Induzida por benzo[a]plreno (BP), 
que e sabldamente presente nos produtos 
da combustao de combustfvels fdssels, 
bem como do tabaco. Graficos em barra'. 
Pistas adiclonals sobre o processo 
mutagenico, cujo significado ainda nao e 
claro, parecem ser fornecldas pelas 
locallzagbes de varies mutagoes pontuais 
no gene de p53 vistas em graficos de 
barras. 0 numero acima de cada barra 
designa o codon na sequencia de leltura da 
p53 humana que fol encontrada como 
afetada por uma mutagao pontual. A 
ordenada Indica a percentagem dos 
tumores estudados de cada grupo que 
possula mutagoes em cada um dos codons 
Indicados ao longo da abscissa. (De A.I. 
Robles, S.P LInke and C.C. Harris, 
Oncogene 21:6898-6907, 2002.) 
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seqiiencia AGG foi convertida em AGT, sao encontradas no codon 249 do gene supressor de 
tumor p53 em torno de metade dos carcinomas hepatocelulares que ocorrem em indivi'duos 
expostos a esse carcinogeno. Essas mudangas caracten'sticas no DNA fornecem evidencias signifi- 
cativas para a interagao direta desse carcinogeno mutagenico e as bases do DNA. 

Outro exemplo amplamente estudado de carcinogenos de origem exogena envolve as 
aminas heteroci'clicas (HCAs), uma classe de moleculas que sao formadas em grandes 
quantidades quando carnes de muitos tipos sao cozinhadas a altas temperaturas (Figura 
12.19A). Esses compostos surgem por meio de reagoes que ocorrem entre tipos de mole¬ 
culas que ocorrem naturalmente na celula, principalmente creatina, glicose fosfatos, di- 
pepti'deos e aminoacidos livres. Os HCAs sao, sem duvida alguma, carcinogenicos. Por 
exemplo, o mais abundante desses compostos de carnes cozinhadas a altas temperaturas 
— 2-amino-l-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP) — e capaz de induzir carcino¬ 
mas de colon e mama em ratos e linfomas em camundongos. PhIP e reconhecido como 
sendo o principal HCA da dieta humana. 




Figura 12.18 Aflatoxina e caroinogenese no figado (A) A toxina fungica 
aflatoxina B1 (AFB1) e produzida por urn fungo que cresce em 
sementes de amendoim e graos que foram armazenados de forma 
incorreta, principalmente se estes forem armazenados em areas de alta 
precipitagao e umidade. Na provincia Jiangsu ao ieste da China, a 
incidencia de casos de carcinoma hepatocelular (FICC, pontos marrons) 
e oito vezes maior na peninsula muito umida iocalizada ao sudeste, a 
peninsula de Qidong [seta), do que nas partes mais a noroeste da 
provincia. A incidencia da infecgao pelo virus da hepatite B (FIBV) - urn 
co-carcinogeno critico na patogenese de FICC (Segao 11.15) - e 
relativamente constante ao longo da provincia. (B) A ativagao de AFB1 
(rosa) pelas citocromo P-450s resulta na forma 8,9-6xido {vermelho) que 
e altamente reativa. Isso pode ser detoxificado por meio de diversas 


reagoes paralelas {esquerda, abaixo, direita). No entanto, essa forma 
ativada de AFB1 pode, com alguma frequencia, reagir diretamente com 
0 DNA, formando urn aduto covalente com o atomo N^ da guanosina 
(verde-claro) que e altamente mutagenico. De fato, os carcinomas de 
figado de individuos que vivem em areas de alta exposigao a AFB1 
frequentemente carregam alelos mutantes de p53 com uma 
transversao caracteristica de G-para-T no codon 249 - precisamente o 
tipo de mutagao que seria esperada da conhecida reatividade de AFB1. 
(A, de T. W. Kensler, G. S. Qian, J. G. Chen and J. D. Groopman, Nat. 
Rev. Cancer 3:321-329, 2003; B de J. D. Groopman e L. G. Cain, in C. 

S. Cooper and R L. Grover, eds.. Interactions of fungal and plant toxins 
with DNA in chemical carcinogenesis and mutagenesis. Berlin: Springer 
Verlag, 1990.) 
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Figura 12.19 Aminas Fleterociclicas (A) As 
10 aminas heterociclicas (FICAs) cujas 
estruturas estao mostradas aqui sao as 
FICAs mais comuns as quais os humanos 
sao expostos. Essa classe de compostos 
deriva seu nome do fato de que cada urn 
deles e composto de multiplos aneis 
fusionados, que sao geralmente formados 
tanto de carbono quanto de nitrogenio que 
carregam urn ou mais grupos amina 
exodclicos que se projetam da estrutura do 
anel. FICAs surgem por meio do cozimento 
de diversos alimentos, notavelmente carnes 
vermelhas, a altas temperaturas. 

Estimativas indicam que PhIP constitui dois 
tergos do total do consumo de FICAs a 
partir da dieta entre americanos. (B) A 
oxidagao da amina exociclica PhIP (2- 
amino-1 -metil-6-fenilimidazo [4,5-b] 
piridina; rosa) pela CYP1A2, urn citocromo 
P-450, leva ao composto altamente reativo 
N-OFi-PhIP {vermelho). Este pode reagir 
com 0 8-C da desoxiguanosina {verde) para 
formar urn aduto mutagenico (direita, 
abaixo). (A, de T. Sugimura, Carcinogenesis 
21:387-395, 2000; B, de M. Nagao and T. 
Sugimura, eds., Food-borne Carcinogens. 
New York: John Wiley & Sons, 2000.) 


Uma vez que as aminas heterociclicas entraram na cdula, Gyps sao utilizadas por elas para 
oxidar tais moleculas. Algumas Gyps oxidarao os aneis das aminas heterociclicas, ao passo 
que outras irao oxidar os grupos amina exociclicos, ou seja, aqueles que se projetam dos 
aneis. A oxidagao dos aneis pelas Gyps leva a uma detoxificagao com sucesso; a oxidagao dos 
grupos amina, no entanto, leva a formagao de compostos altamente reativos que podem 
facilmente formar ligagoes covalentes com proteinas e DNA (Figura 12.19B). Enquanto 
essas outras conversoes quimicas de HGAs sao em grande parte alcangadas no figado, as 
moleculas reativas resultantes com freqiiencia sobrevivem o sufidente para serem liheradas 
pelo figado e passarem atravd da circulagao para outros orgaos nos quais possam exercer sua 
atividade mutagenica atacando o DNA. (Por exemplo, suspeita-se que aminas heterociclicas 
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derivadas do cozimento de carnes vermelhas contribuam para a alta incidencia de cancer de 
prostata em populagoes ocidentais.) Juntos, esses varios exemplos, dos quais apenas poucos 
puderam ser citados, ilustram como as enzimas detoxificantes de nossas celulas, freqiiente- 
mente presentes em grandes concentragoes em celulas do flgado, geram compostos genotoxi- 
cos em vez dos produtos finals pretendidos pela evolugao - especies qui'micas inofensivas, 
prontamente excretaveis. 

A ideia de que mutagenos exogenos e endogenos (o ultimo inclui erros na replicagao do 
DNA, depurinagoes espontaneas e as agoes de especies qui'micas endogenamente geradas) 
constituem causas distintas, separadas, de canceres humanos, e sugerida pelas analises de 
mutagoes pontuais especi'ficas presentes nos alelos mutantes de p53 carregados por carcino¬ 
mas de pulmao de fumantes e nao-fumantes (veja a Figura 12.17). Transversoes G-para-T, 
por exemplo, nas quais uma base pirimi'dica (T) substitui uma purina (G), sao encontradas 
em um tergo dos alelos mutados de p53 nos tumores de fumantes. Essa substituigao de base 
esta de acordo com as agoes mutagenicas dos hidrocarbonetos aromaticos polici'clicos, nota- 
velmente o benzo[i*]pireno (BP), que estao presentes em grandes concentragoes na fumaga 
do cigarro. Essas lesoes geneticas sao encontradas menos freqiientemente nos alelos mutantes 
de p53 em outros tipos de tumores (exceto canceres de flgado). Alem disso, apenas cerca de 
21 % dos alelos mutantes de p53 nos tumores de pulmao de nao-fumantes apresentam essas 
transversoes, e uma fragao significativa dos tumores neste subgrupo podem muito bem ter 
surgido em fumantes passives, ou seja, aqueles vivendo com contato proximo a fumantes. O 
restante dos alelos mutantes de p53 de tumores de nao-fumantes carregam mutagoes que sao 
mais tipicas das alteragoes espontaneas no DNA descritas na Segao 12.5. 

Outra perspectiva, ainda, para a contribuigao aparente do benzo[«]pireno a canceres huma¬ 
nos vem do estudo de carcinomas mamarios. Em um estudo, as mulheres que eram ativa- 
mente fumantes no momento do diagnostico do cancer de mama possui'am uma chance mais 
de 10 vezes maior de carregar transversoes G-para-T em sens alelos p53 associados ao tumor 
do que as nao-fumantes. 

Os resultados positivos na identificagao de compostos eletrofllicos e agentes alquilantes que 
sao potentes mutagenos e, portanto, carcinogenos levaram ao conceito bastante difundido de 
que especies qui'micas agindo de forma similar que entram no corpo atraves da comida, agua 
ou ar tambem sao importantes para provocar muitos tipos de canceres humanos. No entanto, 
a fragao de malignidades humanas que sao tragaveis ate as agoes de carcinogenos mutagenicos 
especi'ficos em nosso ambiente ou alimentos permanece uma materia de grande contengao 
(Segao 11.18). Ademais, e plausi'vel que, a excegao de um pequeno niimero de mutagenos 
exogenos, incluindo a radiagao UV, produtos da combustao do tabaco, aflatoxina e aminas 
heteroci'clicas, poucos agentes mutagenicos entrem em nossos corpos, criem danos geneticos 
e, portanto, causem cancer. 


12.7 Celulas mo vem estrategicamente uma variedade de defesas 
para proteger moleculas de DNA do ataque por mutagenos 

A forma mais efetiva de uma celula proteger seu genoma da disrupgao por agentes mutageni¬ 
cos e protegendo fisicamente suas moleculas de DNA do ataque direto. No caso de raios 
ultravioleta do sol, estes penetram fracamente nos tecidos do corpo, deixando as celulas da 
pele e as cdulas pigmentadas da retina como os irnicos tecidos vulneraveis. A pele se protege 
da radiagao UV utilizando o pigmento melanina, que e doado pelos melanocitos aos quera- 
tinocitos localizados na regiao basal da epiderme (a camada epitelial da pele) (Figura 12.20). 

A cor da pele em humanos e determinada pela quantidade de melanina que e transferida dos 
melanocitos para os queratinocitos. O papel dessa pigmentagao na patogenese do cancer e 
demonstrado pelo exemplo freqiientemente citado de casos de cancer de pele na Australia. 
Nesse pais, um alto fluxo de radiagao UV (devido a proximidade ao equador) e uma popula- 
gao fracamente pigmentada (derivada, ate recentemente, principalmente das Ilhas Britani- 
cas) foram combinados para criar a maior incidencia dessas doengas no mundo. Na Africa, 
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por outro lado, as popula^oes humanas com pigmenta^ao mais escura vivendo em latitudes 
similares raramente experimentam canceres de pele. (Entre esses poucos que contraem mela¬ 
nomas na Africa Central, tumores na area nao-pigmentada da sola do pe sao comuns.) No 
caso de raios X e radia^ao cosmica, nao ha uma prote^ao flsica efetiva que possa set exercida 
pelo corpo, ja que esses tipos de radia^ao podem penetrar facilmente atrav& de todas as 
substancias biologicas. 

Essas opfoes limitadas para a prote^ao contra carcinogenos flsicos contrastam com o grande 
numero de mecanismos dos quais a celula dispoe para interceptar carcinogenos qmmicos 
antes que eles tenham tido a oportunidade de danificar o genoma celular. Emboscar especies 
reativas de oxigenio (ROS) e radicais livres e o trabalho de diversas enzimas, incluindo as 
enzimas superoxido dismutase e catalase; elas colaboram para detoxificar uma ROS em uma 
forma nao-reativa de oxigenio. As ROS tambem podem ser interceptadas por uma serie de 
“catadoras” de radicais livres, incluindo vitamina C, a-tocoferol (vitamina E), bilirrubina e 
urato. Essas moleculas irao reagir quimicamente com as ROS, dessa forma detoxificando-as. 

Outra linha de defesa importante, ainda, e erguida por enzimas da classe chamada glutatio- 
na-S-transferases (GSTs), que funcionam para ligar compostos eletrofllicos e, portanto, mui- 
tos carcinogenos, com a glutationa, dessa forma detoxificando esses compostos e preparan- 
do-os para posterior metabolismo e excre^ao. Por exemplo, um tipo de GST, glutationa-S- 
transferase-7t (GST-7t), e utilizada para detoxificar uma vasta gama de carcinogenos (Figura 
12.21A,B). Significativamente, ate 90% dos adenocarcinomas humanos de prostata mos- 
tram uma termina^ao na expressao de GST-7t devido a metila^ao do promotor do gene GSTP 
(Figura 12.21C) — o mesmo mecanismo que e freqiientemente utilizado por celulas cancero- 
sas para terminar com a expressao de diversos genes supressores de tumor (Se^ao 7.8). A 
inativa^ao freqiiente desse gene tern sido reportada tambem em muitos outros carcinomas 
humanos. Essa perda da expressao de GST-7t, que ocorre relativamente cedo na progressao 
do tumor, sugere que cdulas pre-malignas de cancer de prostata adquirem uma vantagem de 
crescimento distinta pela inativa^ao desse gene. Entao, sem essa enzima para neutralizar cer- 
tos carcinogenos, os genomas dessas celulas epiteliais de prostata sao atacados mais freqiien- 
temente por carcinogenos ativamente mutagenicos. A taxa de mutagenese aumentada resul- 
tante pode acelerar a marcha para a progressao de tumor. 

Uma conexao entre a enzima glutationa S-transferase e a susceptibilidade ao cancer tambem 
e sugerida por estudos epidemiologicos. Em um de tais estudos, a configura^ao alelica de dois 
genes que codificam GST separados, chamados GSTTl E GSTMl, foi examinada em uma 



Figura 12.20 Protegao fisioa dos nucleos 
de queratinocitos contra a radiagao UV A 
principal protegao que queratinocitos da 
pele possuem da radiagao por raios 
ultravioleta (UV), notavelmente os fotons 
UV-B, deriva dos melanossomas - vesiculas 
que carregam o pigmento melanina que foi 
transferido dos melanocitos para os 
queratinocitos localizados nas camadas 
basais da epiderme. Como visto aqui, uma 
vez que os melanossomas sao adquiridos 
pelos queratinocitos, eles sao organizados 
em pequenos guarda-sois (algumas vezes 
chamados toucas supranucleares) que se 
localizam acima dos nucleos dos 
queratinocitos (sefas) e protegem estes 
nucleos da radiagao visivel e, mais 
importantemente, da radiagao UV-B. Os 
nucleos de queratinocitos que nao 
possuem esses guarda-sois sofrem ate 
quatro vezes mais danos no DNA induzidos 
por UV do que os nucleos que os possuem. 
(Cortesia de D. E. Fisher.) 
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Figura 12.21 Glutationa-S-transferase e sua 
perda nos tumores (A) A glutationa (GSH) e 
urn tripeptideo pouco usual no qual o acido 
glutamico esta ligado ao grupamento 
amina da cisteina via carboxila da cadeia 
lateral do acido glutamico. (B) As enzimas 
glutationa-S-transferase (GST) utilizam o 
grupo sulfidrila (SH; rosa) do residuo de 
cisteina da glutationa para detoxificar 
diversos compostos reativos antes que eles 
sejam capazes de reagir com moleculas- 
alvo na celula, como o DNA. Esta mostrada 
aqui uma reagao tipica mediada por GST 
na qual o grupo SH da glutationa e utilizado 
para romper o grupo epoxido altamente 
reativo de urn composto que sofreu 
oxidagao (em R podem ser varios grupos 
quimicos). (C) Ate 90% dos carcinomas de 
prostata mostram a perda da expressao de 
uma importante glutationa-S-transferase, a 
GST-7 i; isso priva as celulas tumorais das 
formas de detoxificagao de muitos 
mutagenos eletrofilicos. Em muitos desses 
cases, a perda da expressao de GST-n: e 
tragavel por meio da metilagao do promotor 
GSTP1. Como pode ser visto aqui, a analise 
imuno-histoquimica utilizando urn anticorpo 
reativo com GST-n demonstra que em uma 
lesao de PIN (neoplasia intraepitelial na 
prostata) pre-maligna - o precursor 
benigno do cancer de prostata - a 
presenga de GST-k e detectavel nas celulas 
do epitelio basal (manom-escuro, lado 
esquerdo), ao passo que as celulas 
epiteliais do lumen (azul-claro, lado direito) 
ja perderam toda sua expressao de GST-ji. 

A presenga de celulas epiteliais no lumen e 
revelada aqui pelo uso de urn corante, o 
□API, que e especifico para nucleos celulares 
(azu!). (C, de C. Jeronimo, G. Varzim, R. 
Henrique et al.. Cancer Epidemiol. 
Blomarkers Prev. 11:445-450, 2002.) 



populagao normal controle e em indivi'duos sofrendo da smdrome mielodisplasica (MDS), 
uma doenga hiperproliferativa da medula ossea que freqiientemente progride para leucemia 
mielogenosa aguda (AML). Dos pacientes sofrendo de MDS, 46% carregavam dois alelos 
nulos (que nao codificam enzima alguma) de GSTT1-, essa condigao generica estava presente 
em apenas 16% da populagao geral utilizada como controle. (No caso do gene relacionado 
GSTMl, a homozigose do alelo nulo foi encontrada em proporgoes comparaveis nas duas 
populagoes.) Calculos indicaram que indivi'duos herdando os dois alelos nulos do gene GSTTl 
estao sujeitos a um risco quatro vezes maior de desenvolverem a si'ndrome mielodisplasica do 
que aqueles que carregam ao menos um alelo funcional do gene. Tais observagoes sugeriram 
que a isoenzima T1 da glutationa esta envolvida de alguma forma na detoxificagao de com¬ 
postos que provocam MDS. (Uma interpretagao alternativa, que e menos provavel, porem 
dificil de ser exclui'da ate o presente momento, e que o gene GSTTl e proximamente relacio¬ 
nado, no cromossomo, a um segundo gene que predispoe um indivi'duo a MDS.) Outros 
estudos epidemiologicos apontaram para conexoes entre o metabolismo de carcinogenos e 
risco individual de cancer (Barra lateral 12.5). 


Alem disso, essas defesas qui'micas elaboradas contra mutagenos que estao atacando falham 
na protegao do genoma com alguma freqiiencia. A taxa de falha depende da natureza qui'mi- 
ca do mutageno que esta atacando e dos m'veis das moleculas recrutadas pelas celulas para 
interceptar esses atacantes. Como conseqiiencia, bases alteradas sao de fato criadas em niime- 
ros substanciais todos os dias na vida de uma celula. 


Essas discussoes sobre a ativagao de carcinogenos levam inevitavelmente a outra questao: 
se muitas das enzimas ativadoras (como os citocromos) sao desenhadas pela natureza 
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Barra lateral 12.5 Diferen 9 as interindividuais na ativa 9 ao de car- 
cindgenos parecem contribuir para o risco de cancer e responsivi- 
dade a terapia As celulas utilizam um ample espectro de enzimas 
para modificar carcinogenos em potencial de diversas formas qui- 
micas, incluindo a liga 9 ao de grupos acetil, acido glucuronico, glu- 
tationa e sulfato; muitas dessas modifica 96 es qm'micas auxiliam na 
detoxifica 9 ao e eventual excre 9 ao de compostos potencialmente td- 
xicos, incluindo mutagenos. Devido a heterogeneidade genetica do 
conjunto de genes humanos, o nivel de expressao de muitas das en¬ 
zimas responsaveis por essas rea 96 es de detoxifica 9 ao pode variar 
muito entre diferentes indivi'duos. Essas diferen 9 as podem, por sua 
vez, influenciar fortemente as respostas bioldgicas de um individuo 
a carcindgenos em potencial. Por exemplo, um estudo de 416 pa- 
cientes com cancer de pulmao e 446 pacientes saudaveis controle 
determinou que indivlduos de um certo gendtipo possui'am um ris¬ 
co duas vezes aumentado de cancer de pulmao. Esses individuos 
suscetiveis carregavam um alelo particular do gene CyplAl, que 
codifica um citocromo, e alelos nulos dos genes especificando a glu- 
tationa-S-transferase Ml (GSTMl). 

Outro estudo focado em adenomas de mama foi realizado com 
mulheres que consumiam mais do que 27 ng por dia de certa amina 
heterociclica (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f] quinoxalina - 
MelQx; veja a Figura 12.19A) que estava presente em sua dieta, 
aparentemente do consumo de grandes quantidades de came assa- 
da. Mulheres que expressavam altos m'veis de A-acetiltransferase 1 
(NATl, uma enzima que pode auxiliar na conversao de aminas he- 
teroci'clicas em mutagenos ativos) foram reportadas por apresenta- 
rem um aumento de seis vezes nas taxas de adenomas, enquanto 
aquelas com m'veis muito mais baixos de NATl apresentaram um 
risco aumentado apenas duas vezes. Em ambos os casos, a freqiien- 


cia de adenomas foi comparada com a incidencia de adenomas em 
um terceiro grupo de mulheres que tinham baixos m'veis de MelQx 
em suas dietas. Essas correla 96 es sugerem que enzimas podem in¬ 
fluenciar a incidencia de cancer de duas maneiras: algumas enzimas 
afetam a taxa na qual diversos compostos potencialmente mutageni- 
cos sao detoxifleados, enquanto outras convertem (inadvertidamente) 
compostos nao-reativos em mutagenos quimicamente reativos. 

Na verdade, essas enzimas possuem uma intersec 9 ao com a doen- 
9 a do cancer ainda de outra forma, ja que elas tambem atuam para 
detoxificar drogas quimioterapeuticas, dessa forma diminuindo os 
efeitos do tratamento. Um efeito particularmente dramatico dessas 
enzimas no sucesso de uma terapia de cancer foi observado ao exa- 
minar as respostas clmicas de pacientes com cancer de mama que 
carregavam alelos funcionais dos genes GSTMl e GSTT1\ as res¬ 
postas destes foram comparadas com aquelas de um grupo de mu¬ 
lheres que possui'am alelos nulos de ambos os locos geneticos. Todas 
essas mulheres foram tratadas com um regime quimioterapico com- 
binado (envolvendo ciclofosfamida, Adriamicina e 5-fluorouracil) 
mais radia 9 ao. Das mulheres que possui'am alelos funcionais de 
GSTMl e GSTTl, quase todas sucumbiram a doen 9 a dentro de seis 
semanas de tratamento. Por outro lado, das mulheres duplamente 
nulas para ambos os locos, em torno de dois ter 9 os ainda estavam 
vivas apos oito semanas de tratamento. 

Em todos os casos citados nesta Barra lateral, essas respostas dife- 
renciais foram correlacionadas a alelos especi'ficos. E importante lem- 
brar, no entanto, que essas sao apenas correla 96 es, e nao rela 96 es de 
causalidade. Em cada caso, e possivel, a principio, que os alelos sendo 
estudados fossem proximamente relacionados a ainda outros alelos que 
seriam as causas verdadeiras do aumento ou diminui 9 ao de resposta 
observada nos pacientes. 


para neutralizar e detoxificar xenobioticos, quais sao as origens e onus diario desses com¬ 
postos que nossos diversos tecidos devem rotineiramente deter? E, entre esses xenobioti¬ 
cos, carcinogenos produzidos pelo homem contribuem substancialmente para tal onus 
(Barra lateral 12.6)? 


12.8 Enzimas de reparo consertam o DNA que foi alterado por 
mutagenos 

Se compostos genotoxicos nao sao interceptados antes que ataquem o DNA, celulas de ma- 
mi'fero possuem uma estrategia reserva para minimizar os danos geneticos causados por esses 
carcinogenos em potencial. Um sistema elaborado de reparo de DNA existe para monitorar 
a integridade do genoma, para remover bases inapropriadas criadas por ataques qui'micos e 
flsicos e tambem para substitui'-las por outras bases que existiam antes do ataque. Compo- 
nentes desse sistema tambem atuam para manter unidas as dupla helices que foram quebra- 
das por agentes genotoxicos ou acidentalmente durante a replica^ao. Parece provavel que 
uma celula de mami'fero possua muitas centenas de protemas distintas para assegurar que o 
dano ao DNA seja improvavel de resultar em uma muta^ao sendo transmitida para celulas- 
filbas. Algumas dessas protemas de reparo de DNA possuem grande papel no processo da 
carcinogenese humana, ja que defeitos nessas protemas resultam em taxas aumentadas de 
muta^ao, dessa forma acelerando a taxa de progressao de tumor. 

As celulas apresentam uma grande variedade de enzimas para completar a desafiadora tarefa 
de restaurar a estrutura normal do DNA. De maneira importante, essas fun 96 es sao diferen¬ 
tes da das enzimas de reparo de pareamento erroneo (MMR) descritas anteriormente (Se^ao 
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Barra lateral 12.6 Mutagenos xenobioticos feitos pelo homem po- 
dem algum dia causar cancer? O debate inflamado sobre os carci- 
nogenos feitos pelo homem no ar e na cadeia alimentar humana — 
especificamente os produtos da qui'mica organica sintetica - conti- 
nua inabalavel por meio seculo. Muito desse debate esta focado nos 
contaminantes residuals na cadeia alimentar, notavelmente os pesti- 
cidas, e na possibilidade de que eles possam tornar-se metabolica- 
mente ativados em potentes mutagenos e, entao, em carcinogenos, 
uma vez que tenham entrado em nossos corpus. Bruce Ames, do 
teste de Ames, estimou que, ingerindo alimentos que ocorrem natu- 
ralmente, os humanos estao expostos a uma base diaria de entre 5 
mil a 10 mil compostos qui'micos naturals distintos e seus produtos 
de quebra metabolica. Inclui'dos entre esses, estao cerca de 2.000 mg 
de material queimado (os produtos do cozimento de diversos ali¬ 
mentos em altas temperaturas) e 1.500 mg de pesticidas que ocor¬ 
rem naturalmente (utilizados por plantas para se protegerem de in- 
setos predadores). Em contraste, a exposiqao media diaria a todos os 
resi'duos de pesticidas sinteticos contaminando a cadeia alimentar 
chega a 0,1 mg. Cerca de metade dos pesticidas de plantas que ocor¬ 


rem naturalmente foram descobertos como carcinogtoicos quando 
testados em roedores de laboratorio utilizando protocolos-padrao 
de teste. Ja que (1) pesticidas sinteticos sao tao provaveis de serem 
registrados como carcinogenos em testes com roedores quanto com¬ 
postos de origem natural (i. e., plantas) escolhidos aleatoriamente; 
ja que (2) compostos derivados de plantas, como aqueles dos vege- 
tais que comemos, sao geralmente presumidos como saudaveis; e ja 
que (3) as concentraqoes de poluentes sinteticos na cadeia alimentar 
sao muitas ordens de magnitude menores do que os compostos na¬ 
turals (e equivalentemente carcinogenicos) de plantas, isso levanta a 
questao de se os pesticidas sinteticos ja foram responsaveis por mi- 
meros significativos de canceres humanos nas popula^oes ociden- 
tais. Pode ser possi'vel que o papel de especies qui'micas sinteticas na 
criagao de canceres humanos (com a exce^ao de produtos da combus- 
tao do tabaco e dos produtos do cozimento de alimentos a altas tempe¬ 
raturas) esteja muito limitado aos compostos que sao encontrados re- 
petidamente e em concentra^oes muito altas em certas ocupagoes, como 
em agricultores que lidam com grandes quantidades de pesticidas roti- 
neiramente. 


12.4) , pois as enzimas MMR sao muito focadas na detecgao de nucleotfdeos na estrutura 
normal que foram incorporados nas posigoes erradas, ao passo que os mecanismos de reparo 
discutidos aqui detectam nucleotfdeos de estrutura qufmica anormal. 

A estrategia mais simples para restaurar a estrutura do DNA quimicamente alterado 
envolve uma reversao da reagao qufmica catalisada pela enzima que inicialmente criou a 
base alterada. Por exemplo, um tipo de DNA alquiltransferase remove adutos metil e etil 
da posiqao da guanina, dessa forma restaurando a estrutura da base normal (Figura 
12.22A e B). A importancia desta enzima (C^-metilguanina DNA metiltransferase 
[MGMT], freqiientemente referida apenas como DNA alquiltransferase) no desenvolvi¬ 
mento de certos tipos de tumores humanos e sugerida pelas observagoes de que o gene 
MGMT e silenciado pela metilagao do promotor em ate 40% dos gliomas e tumores 
colorretais, e em ate 25% dos carcinomas de celulas nao-pequenas, dos linfomas e dos 
carcinomas de cabega e pescoqo. (Em contraste, a metilagao do seu promotor nao e de- 
tectada em muitos outros tipos de tumor.) Como era o caso dos genes detoxificantes, 
como os alelos da glutationa-S-transferase {GST) discutidos anteriormente, podemos 
imaginar que a perda dessa fungao de reparo do DNA em certos tecidos favorega taxas 
aumentadas de mutagao e, portanto, acelere a progressao de tumor. (Por outro lado, quando 
o gene MGMT, na forma de um transgene, e superexpresso na glandula mamaria ou no timo 
de camundongo, tal expressao torna essas glandulas bastante resistentes a outros efeitos, em 
outras circunstancias potencialmente carcinogenicos, da metilnitrosoureia, um mutageno 
alquilante largamente utilizado; veja, por exemplo, a Figura 12.22C.) 

Provocativamente, em certos modelos animais de cancer, e muito possivelmente em huma¬ 
nos, os tipos de tumor causados por certos carcinogenos podem ser influenciados pelos tipos 
especfficos de enzimas de reparo de DNA que foram empregadas em diversos tecidos (Barra 
lateral 12.7). Alem disso, como era o caso da enzima glutationa-S-transferase (Barra lateral 

12.5) , essas enzimas de reparo de DNA podem influenciar as respostas a terapia. Em uma 
ocasiao, apos um grupo de pacientes com glioblastoma expressando nfveis altos da enzima 
MGMT serem tratados com um agente quimioterapeutico alquilante, eles sobreviveram por 
outros 12 meses; outros pacientes na mesma situagao cujas celulas expressavam apenas nfveis 
baixos de MGMT, sobreviveram 22 meses apos a terapia - quase o dobro do tempo. Isso 
sugere que altos nfveis da enzima MGMT sao muito efetivos na remogao de grupos alquil 
criados pelo agente quimioterapico, dessa forma neutralizando seus efeitos. 
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O sistema MGMT descrito anteriormente e a linica forma pela qual as celulas lidam com 
bases metiladas. Outros, envolvendo homologos da protema de reparo de DNA bacteriano 
AlkB, atuam oxidando grupos metil que se tornaram ligados a bases, que sao entao perdidos 
como formaldefdo dos aneis de todas as quatro bases do DNA; de forma similar, as enzimas 
AlkB fazem com que o grupo etil maior seja liberado como acetaldeldo. (Aficionados por 
reparo de DNA retratam essas enzimas como “explodindo” os grupos metil indesejados!). 
Conforme mencionado anteriormente, a metila 9 ao de bases de DNA pode ocorrer com fre- 
qiiencia durante a vida de celulas por meio das a^oes de S-adenosilmetionina, o doador de 
metil que participa da biosslntese de muitas moleculas na celula; seu grupo metil altamente 
reativo pode acidentalmente tornar-se desviado para medlar diversas macromoleculas celula- 
res, incluindo as bases do DNA. 
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Figura 12.22 Restauragao da estrutura normal de bases por enzimas 
de reparo desalquiladoras (A) A posigao 0® da guanosina e 
especialmente vulneravel a alquilagao por agentes como a 
etilnitrosoureia (END). Ao contrario de muitas enzimas de reparo de 
DNA, que respondem a bases alteradas excisando-as do DNA, a 
enzima 0®-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT; tambem 
conhecida como 0®-alquilguanina DNA alquiltransferase [AGT]) 
restaura uma guanosina alterada a sua estrutura normal. Ela o faz 
removendo o grupo alquil do atomo 0® da guanina. Na ausencia de tal 
reparo, a guanosina alquilada leva frequentemente a uma mutagao de 
transigao G-para-A. (B) Analises estruturais das proteinas de reparo de 
DNA revelaram muito sobre como elas funcionam. No caso da proteina 
MGMT, essas analises, juntamente com estudos de enzimologia, 
indicaram que essa enzima (afaa/xo, azul-claro e escuro) age 
deslocando a base danificada {azul, laranja) para fora da dupla helice 
{acima, laranja e purpura-claro) antes da remogao do grupo alquil. Alem 
disso, a reagao entre a enzima e seu substrate e estequiometrica, na 
medida em que o residue de cisteina 145 (Cl 45) {vermelho, verde, 
abaixo) no sitio ativo torna-se irreversivelmente alquilado apos a 


restauragao da estrutura normal da guanosina; assim, cada molecula 
de enzima e capaz de desalquilar apenas uma unica desoxiguanosina 
alquilada. (C) Os efeitos da expressao ectopica de MGMT sao vistos 
aqui em camundongos que foram expostos ao carcinogeno alquilante 
metilnitrosoureia (MNU). Camundongos tipo selvagem (Mgmt+) sao 
altamente suscetiveis a indugao de linfomas no time (linha vermelha), 
ao passo que camundongos transgenicos que superexpressam a 
enzima MGMT devido a urn transgene em sua linhagem germinativa 
{Mgmt+MGMT+, curva azul) sao bastante protegidos desses efeitos. (D) 
Peroxides de lipideos altamente reativos, que sao comuns em tecidos 
inflamados, podem atacar e modificar adenina {mostrado agui), bem 
como outras bases do DNA (nao-mostrado). A enzima AlkB de bacteria 
pode remover o aduto resultante bem como adutos metilados mais 
simples, como aqueles mostrados na Figura 12.14C; homologos de 
AlkB sao assumidos como agindo semelhantemente em celulas de 
humanos. (A, de S.L Gerson, Nat. Rev. Cancer 4:296;307, 2004; B, de 
D.S. Daniels, TT Woo, K.X. Loo et al., Nat. Struc. Mol. Biol. 11 ;714-720, 
2004; C, de L.L.Dumenco, E. Allay, K. Norton e S.L. Gerson, Science 
259;219-222, 1993.) 
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Barra lateral 12.7 Padroes de expressao 
das enzimas de reparo explicam certas 
suscetibilidades tecido especificas ao 
cancer Celulas de mamifero parecem 
expressar apenas uma linica enzima 
MGMT. A importancia desta atividade 
em influenciar a carcinogenese e indica- 
da pelos experimentos nos quais ratas 
gravidas sao expostas ao carcinogeno N- 
etilnitrosoureia (ENU) durante a 15- se- 
mana de gestagao. Virtualmente todos 
os fllhotes de rato que nascem sucum- 
bem a tumores neuroectodermais surgin- 
do no sistema nervoso central alguns 
meses apos o nascimento. A capacidade 
peculiar de ENU de induzir preferencial- 
mente estes tumores pode ser explicada 
pelo fato de que a enzima MGMT e ex- 
pressa em m'veis significantes em todo o 
corpo de embrioes em desenvolvimento 
e recem nascidos, sendo, porem, mini- 
mamente expressa no sistema nervoso 
central. Consequentemente, residues al- 
quilados de guanina que sao formados 
nas celulas do sistema nervoso central 
persistem, ao inves de serem rapidamente 
removidos e sao capazes de gerar muta- 
goes pontuais que sao responsaveis pela 
cria^ao de oncogenes nos tumores resul- 
tantes. Em um experimento conduzido 
com rates recem nascidos que haviam side 
expostos a ENU ou ao agente alquilante 
relacionado MNU (A^metilnitrosoureia), 
os niveis de adutos de O'^-alquilguanina 
sobrevivendo de forma nao reparada for¬ 
mados uma semana apos a exposigao a es¬ 
tes carcinogenos eram 20 vezes (ENU) e 
90 vezes (MNU) maiores no DNA cere¬ 
bral do que no do figado. 


A AlkB bacteriana (e muito possivelmente seus homologos de mamifero) tambem foi desco- 
berta como capaz de remover adutos mais complexos de bases. For exemplo, a oxidagao 
inadvertida de lipideos insaturados, originando peroxilipideos, ocorre a taxas elevadas em 
tecidos inflamados; esses peroxidos altamente reativos podem gerar adutos complexos com 
bases de DNA (Figura 12.22D) que sao altamente mutagenicos. De fato, tais adutos foram 
descobertos em tecidos de pacientes com colite ulcerativa, que sabidamente progridem, com 
alguma freqiiencia, a carcinomas (veja a Barra lateral 11.13). Um papel na patogenese do 
cancer em humanos dos homologos de AlkB, chamados hABH2 e hABH3, ainda nao foi 
demonstrado diretamente. 

Muito mais importante, no entanto, do que essas enzimas desalquiladoras sao as nume- 
rosas enzimas celulares que reconhecem bases quimicamente alteradas no DNA e 
respondem de duas outras formas, dependendo da modificagao especifica do DNA. Em 
alguns casos, enzimas especializadas irao clivar a ligagao unindo uma base modificada ao 
agucar desoxirribose, o processo conhecido como reparo por excisao de bases (BER; 
Figura 12.23A). Em outros casos, o nucleotideo inteiro contendo tanto a base quanto a 
desoxirribose associada sera cortado fora, processo denominado reparo por excisao de 
nucleotideo (NER; Figura 12.23B). 

O BER tende a reparar lesoes no DNA que derivam de fontes endogenas, como aquelas 
atribuidas a especies reativas de oxigenio e eventos de depurinagao descritos anteriormente 
(Segao 12.5). O NER, por outro lado, foca suas energias grandemente no reparo de lesoes 
criadas por agentes exogenos, como fotons de UV e carcinogenos quimicos (p. ex., veja a 
Figura 12.16 e 12.18). BER parece se concentrar em reparar lesoes que nao criaram distor- 
goes estruturais na dupla helice do DNA, ao passo que NER direciona sua atengao a altera- 
goes que distorcem a helice. 

BER e iniciado por um grupo de glicosilases do DNA, cada uma especializada no reconheci- 
mento de uma base anormal e na clivagem de sua ligagao covalente a desoxirribose. Por 
exemplo, uma base uracila no DNA e prontamente reconhecida pelas proteinas responsaveis 
por BER, ja que o U nao esta normalmente presente no DNA. U e removida pela enzima 
uracil DNA-glicosilase e logo substituida, em geral, por uma C. (Referir-se a Figura 12.1 IB 
para ver como uracila pode surgir no DNA por meio da desaminagao espontanea da citosi- 
na.) No entanto, a presenga de uma timina inapropriadamente localizada no DNA represen- 
ta um desafio para essas enzimas de reparo, pois T e um constituinte normal do DNA. Como 
ja lemos, 5-metil-C ocasionalmente sofre desaminagao espontanea levando a T e, portanto, 
pares de base TG (veja a Figura 12.1 IB). De fato, a evolugao respondeu a esse problema 
implantando uma T:G glicosilase em nossas celulas, a qua! e designada especificamente para 
excisar Ts que surgiram opostamente a Gs. Nao obstante, esta claro que os pares de base T:G 
formados por essa desaminagao ocasionalmente escapam da deteegao por essa enzima e per¬ 
sistem a originar mutagoes pontuais. 

Apos a remogao de uma base aberrante por uma DNA glicosilase, o agiicar livre de base 
resultante e entao clivado por uma segunda enzima, uma endonuclease chamada APE (endo¬ 
nuclease apurinica/apirimidica) que e especializada em cortar a fita carregando a desoxirribo¬ 
se livre de base, fazendo isso na extremidade 5’ do agucar; uma segunda enzima, chamada 
uma AP base, entao diva a porgao 3’, liberando esta base desprovida de agiicar. A falha 
simples resultante no DNA e reparada por uma DNA polimerase, freqiientemente a polime- 
rase (3. A quebra fita simples resultante e fmalmente fechada por uma DNA ligase, que une 
novamente nucleoti'deos adjacentes por meio da formagao de ligagoes fosfodiester entre elas, 
reconstruindo, dessa forma, a estrutura quimica normal do DNA. (Uma forma variante, ocasio¬ 
nalmente utilizada, de BER, chamada “reparo de longo alcance” envolve a excisao de 4 a 7 nucleo- 
ti'deos ao redor da base danificada seguida por um preenchimento do vao resultante.) 

O reparo por excisao de nucleotideo (NER; veja a Figura 12.23B) e realizado por um grande 
complexo multiproteico composto de quase duas diizias de subunidades. Esse complexo pa¬ 
rece necessitar de duas mudangas distintas no DNA antes que inicie seu reparo: a distorgao 
significativa da estrutura Watson-Crick normal da dupla helice mais a presenga de uma base 
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(A) reparo por excisao de bases (BER) 
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Figura 12.23 reparo por excisao de bases e 
nucleotideos (A) 0 reparo por excisao de 
bases (BER) e alcangado por enzimas que 
reconhecem bases quimicamente alteradas 
que possuem minimo efeito de distorgao na 
helice. Essas enzimas DNA glicosilases 
clivam a ligagao glicosil unindo a base 
alterada (purpura) e a desoxirribose. A 
desoxirribosilfosfato livre de base e entao 
excisada por uma enzima - a endonuclease 
apurinica/apirimfdica (APE) - especializada 
na remogao de agucares livres de bases. 
Essa falha de urn unico nucleotideo e entao 
preenchida pela DNA polimerase p e 
fechada por uma DNA ligase. (B) 0 reparo 
por excisao de nucleotideo (NER) e 
alcangado por enzimas que reconhecem 
lesoes volumosas, que distorcem a helice e 
clivam as sequencias flanqueadoras de 
oligonucleotideos em locals de 
aproximadamente 24 nucleotideos (nt) na 
porgao 5’ e em torno de 5 nucleotideos na 
porgao 3'. 0 vao fita simples resultante de 
cerca de 29 nt e entao preenchido pela 
DNA polimerase 5 ou e, agindo juntamente 
com urn PCNA (antigeno nuclear de celula 
proliferativa), e finalmente e fechado por 
uma DNA ligase. As “bandeirinhas" 
representam nucleotideos de desoxirribose; 
em todos os cases, elas estao apontando 
para a diregao 5’-para-3’. 


quimicamente alterada. Uma vez que esse grande complexo reconhece o problema, ele pros- 
segue para clivar a fita danificada upstream e downstream do dano, originando um fragmento 
fita simples de 25 a 30 nucleotideos de tamanho, que e entao removido. As DNA polimerases 
que sao especializadas em preencher o espago resultante no DNA (utilizando a fita comple- 
mentar, nao danificada como molde) assumem a partir de entao, seguidas pela DNA ligase, 
que apaga o trago final do dano. 


Inclui'das entre as enzimas NER estao aquelas que sao capazes de reconhecer e remover estru- 
turas resultantes da formagao de adutos de base volumosos (i. e., aqueles compostos de 
estruturas moleculares complexas ligadas covalentemente a bases) criadas por certos mutage- 
nos exogenos, como hidrocarbonetos polici'clicos, aminas heterociclicas, aflatoxina Bl, bem 
como os di'meros de pirimidina formados por radiagao UV. Por exemplo, apos a exposigao a 
radiagao UV, celulas de humanos em cultura podem reparar cerca de 80% dos di'meros de 
pirimidina em 24 boras. O aparato ativo NER removera cinco nucleotideos na porgao 3' do 
fotoproduto (o dimero de pirimidina) e 24 nucleotideos na porgao 5'. 


As varias reagoes que constituem NER podem verdadeiramente ser divididas em dois subti- 
pos. O primeiro destes esta focado especificamente na fita molde de genes ativamente trans- 
critos e esta acoplada as agoes de moleculas de RNA polimerase que estao seguindo as fitas 
molde durante a transcrigao; essas agoes sao chamadas reparo acoplado a transcrigao (TCR). 
O segundo subtipo de NER diz respeito ao restante do genoma, incluindo a fita nao-molde 
dos genes transcritos, bem como as regioes nao-transcritas do genoma. Esse tipo de NER e 
algumas vezes denominado reparo genomico global (GGR). A proteina supressora de tumor 
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p53 ativa a expressao de muitos genes codificando protemas NER envolvidas em GGR (Ta- 
bela 9.2), explicando a imperfeigao de GGR em celulas mutantes de p53\ em contraste, o 
reparo acoplado a transcrigao esta intacto nessas celulas. Essa distingao entre TCR e GGR 
estabelece implicagoes profundas para a manutengao de genomas celulares na metade de 
todos os tumores humanos nos quais o gene p53 e mutante (Capi'tulo 9). Muitos dos cance- 
res restantes, nos quais a fungao de p53 esta comprometida de outras formas, tambem po- 
dem possuir defeitos no reparo genomico global. 

Uma estrategia alternativa da celula para lidar com DNA danificado — na verdade, um ato de 
desespero - envolve a replicagao do DNA de um pedago ainda nao reparado da fita molde de 
DNA. Isso e denominado replicagao de DNA predisposta a erro, ja que o aparato de replica- 
gao envolvido aqui deve freqiientemente “adivinhar” qual dos quatro nucleoti'deos e apro- 
priado para a incorporagao na fita de DNA nascente quando ele encontra uma base ou bases 
ainda danificadas; essas suposigoes nao estao sempre corretas, levando muito freqiientemente 
a bases erroneamente incorporadas (Figura 12.24). 


Ate a data, no mi'nimo nove DNA polimerases de mami'feros distintas predispostas a erro ja foram 
descobertas. Algumas dessas podem adicionar nucleoti'deos a uma fita nascente mesmo quando 
uma base na fita complementar esta faltando. Outras podem estender uma fita nascente de DNA, 
utUizando como iniciador um nucleoti'deo que foi erroneamente incorporado por outra DNA 
polimerase. Um terceiro tipo pode incorporar uma base quando a base correspondente na fita 
complementar carrega um aduto de DNA volumoso, ligado covalentemente, que ainda nao foi 
removido pelo reparo por excisao de nucleoti'deos. Uma dessas enzimas, codificada pelo ge.ne.XPV, 
e altamente especializada, sendo capaz de reconhecer os di'meros T-T de timina criados pela radia- 
gao UV e inserir dois As na fita oposta (veja a Figura 12.24). Enquanto as DNA polimerases 
responsaveis pela si'ntese da maior parte de DNA possuem uma taxa de erro tao pequena quanto 
10'^ essas polimerases predispostas a erro geralmente possuem taxas de erro de ate uma base 
erroneamente incorporada para cada 100 bases replicadas. 

Os erros cometidos pelas polimerases predispostas a erro poderiam parecer gerar taxas de 
mutagao inaceitavelmente altas nos genomas celulares. Ainda, o prego pago pela acumulagao 
de tais mutagoes deveria ser contrabalanceado pela alternativa: o risco de morte iminente 
confrontada por uma celula cuja forquilha de replicagao de DNA estivesse confinada devido 
a lesoes dificeis de serem copiadas em seu DNA. 


Figura 12.24 Reparo predisposto a erro A 
sintese de DNA propensa a erro ocorre 
quando a forquilha de replicagao esta 
avangando durante a replicagao e encontra 
uma lesao ainda nao reparada no DNA, tal 
como 0 dimero de timidina mostrado aqui. 
Na grande maioria dos casos [esquerda], a 
DNA polimerase propensa a erro (algumas 
vezes chamada polimerase bypass) que e 
convocada e utilizada para responder a 
essa lesao na fita molde danificada 
(vermelho) e inserir as bases apropriadas 
(neste caso, um dinucleotideo A-A) na fita 
nascente de DNA {verde-escuro). Por outro 
lado, em uma grande percentagem desses 
encontros {direita), a polimerase propensa 
a erro ira falhar ao “adivinhar” corretamente 
a estrutura da lesao na fita molde e ira, em 
vez disso, incorporar um dinucleotideo 
G-G opostamente ao dimero de timidina. 


Talvez a melhor estudada dessas polimerases predispostas a erro seja a DNA polimerase (3 (pol-P), 
que em geral esta envolvida na substituigao de nucleoti'deos que foram removidos devido a BER. 
Essa molecula relativamente pequena de polimerase nao possui as capacidades de corregao das 
maiores enzimas polimerases (Segao 12.4), e tal ausencia pode explicar muitas dessas atividades 
predispostas a erro da replicagao de DNA. Em uma grande variedade de linhagens celulares de 
carcinoma de ovario, essa enzima foi descoberta como superexpressa por um fator tao grande 
quando 10. A superexpressao da DNA polimerase P predisposta a erro pode representar uma 
estrategia efetiva utilizada por essas cdulas cancerosas para aumentar a mutabUidade de seus genes 
e, assim, acelerar a taxa de progressao de tumor. Para embasar tal idda, a superexpressao forgada da 
polimerase P em fibroblastos humanos em cultura foi descoberta por encorajar a instabilidade de 
microssatelites e aumentar as taxas gerais de mutagao em ate tr& vezes. 
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Figura 12.25 Um paciente com xeroderma pigmentoso Urn paciente sofrendo 
de xeroderma pigmentoso (XP) possui lesoes graves em todas as areas da pele 
expostas ao sol. Essas lesoes podem se desenvolver em carcinomas de 
celulas escamosas e basais, bem como em melanomas. Os tumores se 
desenvolvem a taxas que sao ate mil vezes maiores do que as da populagao 
em geral. (Cortesia de K.H Kraemer.) 


A utilizagao de polimerases predispostas a erro pela celula representa uma situagao na qual tal 
celula esta fazendo o melhor de uma situagao desesperada: ela aposta que bases incorreta- 
mente incorporadas sao um risco aceitavel para evitar a morte que iria inevitavelmente ocorrer 
de uma falha completa na replicagao do DNA. Na verdade, existe no mmimo uma enzima 
codificada no genoma de mami'feros que insere mutagoes propositalmente no genoma. Tal 
enzima pode, tambem, de forma inadvertida, contribuir para o desenvolvimento de cancer. 


12.9 Defeitos herdados no reparo por excisao de nucleoddeos, no 
reparo por excisao de bases e no reparo de pareamento erroneo 
levam a smdromes especiTicas de suscetibilidade a cancer 

Em 1874, dois medicos austro-hiingaros, Ferdinand Hebra e Moritz Kaposi, descreveram 
uma slndrome pouco usual que envolvia altas taxas de desenvolvimento de carcinomas em 
celulas escamosas e basais da pele. (Kaposi subseqiientemente descreveu o sarcoma pouco 
usual que recebeu seu nome.) Como se tornou aparente depois, indivlduos afetados possuem 
extrema sensibilidade a radiagao UV, e criangas irao freqiientemente sofrer queimaduras graves 
na pele apos uma exposigao minima a luz do sol. Esses indivlduos apresentam a pele seca, 
semelhante a de ovelhas e bodes (xeroderma) e muitas sardas (“pigmentoso”; Figura 12.25). Em 
conjunto, indivlduos sofrendo da slndrome xeroderma pigmentosum (XP) possuem um risco mil 
vezes aumentado de desenvolver cancer de pele se comparados com a populagao em geral e em 
torno de 100 mil vezes de risco aumentado de carcinoma de cdulas escamosas na ponta da lingua. 
Canceres de pele aparecem em criangas com uma idade media de oito anos, comparados com os 
50 antes de tais canceres serem encontrados na populagao em geral (Figura 12.26). 



Defeitos herdados em qualquer um de oito genes distintos podem levar a xeroderma pigmen¬ 
toso. A complexidade genetica dessa slndrome foi primeiramente reconhecida por meio do 
uso da genetica de celulas somaticas. Cdulas de dois pacientes diferentes com XP foram 
fusionadas em cultura para determinar o fenotipo de reparo das celulas hlbridas resultantes 
(Figura 12.27). Em muitas ocasioes, os hlbridos foram identificados como reparando nor- 
malmente o DNA, indicando que duas cdulas parentais carregavam defeitos no reparo de 
DNA que foram associados a dois genes distintos. Por exemplo, utilizando uma nomenclatura 
desenvolvida posteriormente, cdulas de um indivlduo possuidor de um gene XPA mutante (e 



Figura 12.26 Epidemiologia dos pacientes 
com XP Pacientes sofrendo de xeroderma 
pigmentoso (XP) exibem canceres de pele 
muito mais cedo do que a populagao em 
geral {normal). Na populagao em geral, 
esses canceres de pele aparecem com 
uma idade media de inicio de 
aproximadamente 60 anos, em contraste a 
populagao com XR na qual os canceres 
sao diagnosticados em uma idade media 
de 10 anos. As percentagens na ordenada 
sao calculadas pela divisao do numero de 
pacientes que ja foram diagnosticados com 
um ou mais canceres de pele com uma 
dada idade pelo total do numero de 
pacientes nessa populagao que ira 
eventualmente ser diagnosticada com tais 
canceres. Assim, na populagao com XR 
virtualmente todos que irao desenvolver 
canceres de pele ja o fizeram por volta dos 
25 anos. n representa o numero de 
indivlduos em cada populagao estudada. 
(De J.E. Clever and K.FI. Kraemer, in C.R. 
Scriver et al (eds.). The Metabolic Basis of 
Inherited Disease, 6‘*^ ed. New York: 
McGraw-Hill, 1989, pp. 2949-2971.) 





500 / Capi'tulo 12 MANUTENgAo DA Integridade GenOmica e o Desenvolvimento de Cancer 


sensivel a UV 



permanece 

sensivel 

aUV 


sensivel a UV 



3 


resistente 

aUV 


FIgura 12.27 Descoberta de grupos de complementagao de XP Experlmentos 
de fusao celular utlllzando celulas de cultura de paclentes com xeroderma 
pigmentoso (XP) revelaram que certas comblnagoes de fibroblastos, cada qual 
derivado de urn paciente diferente (azul-escuro, azul-claro, esquerda), quando 
fusionados, originaram celulas tetraploldes hibridas que sao tao sensivels a UV 
quanto as populagoes parentals. Em outras ocasloes, porem (direita), 
comblnagoes de celulas de dols paclentes {verde-claro, vermelho-claro) 
originaram celulas hibridas apos a fusao celular que sao resistentes a morte 
medlada por UV, assim como as celulas de Individuos normals. Tais 
descobertas fizeram com que o par de celulas que nao complementou o 
defelto de reparo de DNA da outra (azul-escuro, azul-claro) fosse assinalado 
para o mesmo grupo de complementagao, ostensivamente porque as duas 
populagoes carregavam mutagoes no mesmo gene. Por outro lado, o sucesso 
na complementagao de outros pares de celulas (verde-claro, vermelho-claro), 
fez com que os tipos celulares parentals respectivos fossem assinalados a dols 
grupos de complementagao distintos, Indicando que os alelos mutantes e ao 
menos dols genes estavam envolvidos na predisposigao a XP Assim, olto 
grupos distintos de complementagao foram eventualmente dellneados. Anos 
apos, os genes respectivos, cada urn representado por urn grupo de 
complementagao, foram Isolados por clonagem genica. 


possuidor de um gene XPC tipo selvagem) eram capazes de reparar o DNA normalmente 
apos serem fusionados a celulas de individuos que possui'am um gene mutante XPC (e pos- 
suindo um gene tipo selvagem ATM). Tal colaboragao, ou “complementagao genetica”, levou 
a classificagao de alelos mutantes associados a XP em oitos grupos distintos de complemen¬ 
tagao, cada um ostensivamente definido pela identidade de um gene responsavel. Apenas 
anos depois os genes responsaveis foram isolados por clonagem molecular. Quase sempre foi 
possi'vel mostrar que um indivi'duo afetado havia herdado dois alelos mutantes, nulos, de um 
gene representando um ou outro grupo de complementagao de XP. 

Sete dos oito genes associados a XP, chamados XPA ate XPG, codificam protemas que 
atuam como componentes no grande complexo multiproteico de reparo por excisao de 
nucleoti'deos (NER). O oitavo gene, XPV, especifica a DNA polimerase predisposta a 
erro pol-T], da qual muitas celulas parecem fazer uso quando suas DNA polimerases 
usuais (p. ex., a pol-5) sao incapazes de copiar sobre lesoes nao-reparadas no DNA, tais 
como os dlmeros de pirimidina. Conforme mencionado na segao anterior, as polimera¬ 
ses predispostas a erro (algumas vezes denominadas polimerases bypass) sao capazes de 
copiar uma fita molde de DNA contendo dlmeros ainda nao reparados de T-T, geral- 
mente sintetizando dois As na fita complementar. Em geral, a pol-r| e calculada como 
tao especifica que ela incorpora nucleoti'deos AA na fita nascente de DNA oposta a dl¬ 
meros de TT 95% das vezes. 

Individuos afetados por XP tambem possuem algum risco aumentado de outras doengas, 
notavelmente problemas neurologicos, que sao observados em cerca de 18% desses paclentes. 
Ademais, camundongos que foram privados de um dos muitos genes de XP sofrem uma 
suscetibilidade marcada a tumores apos a exposigao a carcinogenos qulmicos. Essas duas 
observagoes fornecem algumas evidencias de que componentes do sistema de reparo por 
excisao de nucleoti'deos codificados por alguns dos genes XP sao, nao surpreendentemente, 
responsaveis pelo reparo de danos geneticos criados por outros agentes alem da radiagao UV. 
Isso levanta a seguinte questao: por que um humano que nao possui um ou outro gene XP 
possui um risco relativamente pouco aumentado de canceres nos orgaos internos, apesar 
de um importante componente da maquinaria de NER estar faltando em todas as celulas 
do corpo dessa pessoa? A explicagao mais simples e possivelmente correta e que os raios 
UV sao, de longe, os mutagenos ambientais mais importantes aos quais humanos sao 
bastante expostos e, portanto, a fonte da grande maioria das lesoes que necessitam de 
reparo pela maquinaria de NER. 

Muitas outras slndromes herdadas tambem sao associadas a defeitos em NER. Por exemplo, 
individuos sofrendo da slndrome de Cockayne (CS) parecem nao possuir um ou dois genes 
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envolvidos na NER acoplada a transcri^ao. Suas celulas possuem fotossensibilidade aumen- 
tada como aquelas dos pacientes com XP. A idade media de pacientes de CS e 12 anos de 
idade. Os poucos que sobrevivem a adolescencia nao mostram taxas aumentadas de cancer. 
Ainda nao considerada, existe a hipotese de que os indivfduos que sao heterozigotos para um 
dos alelos mutantes associados a si'ndrome de Cockayne possuam um risco elevado de desen- 
volverem certos tipos de canceres. 

XP foi apenas a primeira dentre muitas outras smdromes humanas de suscetibilidade a 
cancer a serem descobertas como sendo causadas por defeitos berdados em diversos tipos 
de reparo de DNA (Tabela 12.1) Iremos explorar uma outra aqui - o cancer hereditario 
de colon sem polipose (HNPCC). A HNPCC e uma smdrome familial de cancer que 
representa uma causa bastante comum de canceres no colon, sendo responsavel por 2 a 
3% de todos os casos de cancer de colon. HNPCC, como seu nome implica, e distinta 
de outro tipo de predisposi 9 ao a cancer de colon que vimos anteriormente - a polipose 
adenomatosa do colon (Se^ao 7.11). Uma subclasse de pacientes com HNPCC possui 
suscetibilidade aumentada a carcinomas no endometrio, estomago, ovario e trato urina- 
rio alem de carcinomas de colon. 

A aumentada suscetibilidade ao cancer de pacientes com HNPCC pode ser tra^ada pela 
acelerada taxa na qual a progressao de tumor se da em seus colons: enquanto a progres- 
sao adenoma-para-carcinoma e estimada como requerindo de 8 a 10 anos na popula^ao 
em geral, a instabilidade genetica afetando as celulas de pacientes com HNPCC faz com 
que esse passo se de em apenas 2 a 3 anos. De fato, devido a seus adenomas progredirem 
tao rapidamente, esses crescimentos pre-malignos possuem um tempo de vida relativa- 
mente curto e nao sao, portanto, encontrados em mimeros significativos nos colons de 
tais pacientes. 

A maioria dos casos de HNPCC resulta de muta^oes na linhagem germinativa em genes codifi- 
cando duas importantes protemas de reparo de pareamento erroneo, MSH2 e MLHl (Barra 
lateral 12.8). Alelos mutantes na linhagem germinativa de outros dois genes, MSH6 e PMS2, 
estao envolvidos em uma pequena propor^ao desses casos; no entanto, dois outros genes (PMSl, 


Tabela 12.1 Sindromes familiais de cancer devido a defeitos herdados no reparo de DNA 


Nome da sindrome 

Nome do gene 

Fenotipo do cancer 

Enzima ou processo afetado 

HNPCC 

(4-5 genes)® 

Polipose colonica 

Enzimas de reparo de pareamento erroneo 

XPb 

(8 genes)*’ 

Canceres de pele induzidos por UV 

Reparo por excisao de nucieotideos 

AT= 

ATM 

Leucemia, linfoma 

Resposta a quebras dsDNA 

Disturbio similar a AH 

MRE11 

Ainda nao determinado 

Reparo de dsDNA peia NHEJ 

Cancer familial de 

BRCA1, BRCA2<i 

Carcinomas de mama e ovario 

Reparo de dsDNA direcionado por homoiogia 

mama e cancer 




de ovario 




Werner 

WRN 

Diversos canceres 

Exonuciease e DNA heiicase®, replicagao 

Bloom 

BLM 

Tumores soiidos 

DNA helicase, replicagao 

Anemia Fanconi 

(9 genes)* 

AML, HNSCC 

Reparo de ligagoes cruzadas e quebras dupla-fita 

Quebra de Nijmegens 

NBS 

Principalmente linfomas 

Processamento de quebras dsDNA, NHEJ 

Li-Fraumeni 

TP53 

Canceres muitipios 

Proteina de alarme de dano ao DNA 

Li-Fraumeni 

CHK2 

Coion, mama 

Cinase sinalizadora de dano ao DNA 


“ Cinco genes distintos MMR sao transmitidos como alelos mutantes na linhagem germinativa humane. Dois genes MMR - MSH2 e MLH1 - estao oomumente 
envolvidos em HNPCC: dois outros genes MMR - MSH6 e PMS2 - estao envolvidos em um pequeno numero de casos; um quinto gene, PMSl, tambem pode estar 
envolvido em um pequeno numero de casos. 

‘I Xeroderma pigmentoso, no mtnimo oito genes distintos, sete dos quais estao envolvidos em NER. Os sete genes sao chamados XPA ate XPG. Um oitavo gene, XPV, 
codifica a DNA polimerase r|. 

== Ataxia telangiectasia, pequeno numero de casos. 

Alelos mutantes na linhagem germinativa de BRCA1 e BRCA2, conjuntamente, podem representar 10 a 20% dos canceres de mama familiais identificaveis. 

® Uma exonuclease digere o DNA ou RNA de uma extremidade em diante; uma helicase desenrola moleculas de DNA dupla-fita. 

' Nove genes foram clonados e ao menos 11 grupos de complementagao foram demonstrados. 0 grupo de complementagao J codifica a proteina BACH1, parceira da 
BRCA1. 

a A proteina NBS1 (chamada nibrina) forma um complexo ffsico com as proteinas RadSO e Mrel 1, todas as quais estao envolvidas no reparo de quebras dsDNA. Os 
fenotipos de pacientes com a sindrome da Quebra de Nijmegen sao similares, mas nao identicos aqueles sofrendo de AT. 

Adaptada, em parte, de B. Alberts et at. Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York:Garland Science, 2002; e de E.R. Fearon, Science 278:1043-1050, 1997. 






502 / Capi'tulo 12 MANUTENgAo DA Integridade GenOmica e o Desenvolvimento de Cancer 


Barra lateral 12.8 Uma convergencia na genetica de bacterias, levedu- 
ras e humanos levou diretamente a descoberta dos genes do cancer 
bereditario de colon sem polipose A rota atraves da qual a base geneti¬ 
ca da HNPCC foi descoberta e bastante fascinante. Seguindo a co- 
herdabilidade da suscetibilidade a doen^a em diversas fami'lias sofrendo 
dessa si'ndrome e a herdabilidade de um grupo de marcadores geneticos 
espalhados em todo o genoma humano, os geneticistas descobriram 
duas regioes distintas que pareciam estar associadas com a suscetibili¬ 
dade a doen^a. Em algumas fami'lias, a suscetibilidade a doen^a era co- 
segregada com diversos marcadores do Cromossomo humano 2p 16, ao 
passo que, em um segundo grupo de fami'lias, essa suscetibilidade pare- 
cia ser herdada juntamente com marcadores da regiao cromossomal 
3p21. 

Ao mesmo tempo, observagoes importantes dos tipos de aberra- 
goes geneticas encontradas em um subgrupo de carcinomas esporadi- 
cos de colon perceberam que segmentos de As (p. ex., A^) freqiiente- 
mente foram expandidos ou comprimidos (i. e., substituidos por Ag ou 
Ag) nos genomas de celulas de carcinoma; apos isso, mais seqiiencias 
microssatelites (p. ex., [CA]g) tambem foram descobertas como sofren¬ 


do expansao ou encolhimento (veja a Se^ao 12.4). Essa instabilidade de 
microssatelites (MIN) foi identificada como marcante em celulas can- 
cerosas de indivi'duos sofrendo de HNPCC. 

Ja outros pesquisadores perceberam que essas mudan^as na seqiiencia 
de DNA sao bastante similares as alteragoes que se acumulavam rapida- 
mente na que possuia versoes mutantes de um de dois genes - 

mutS ou mutL - envolvidos no reparo de pareamento erroneo (MMR, 
Se^ao 12.4); leveduras carregando mutagoes nos genes homologos de- 
monstraram aberragoes identicas espalhadas ao longo do genoma. Essa 
similaridade levou alguns cientistas a determinar se homologos huma¬ 
nos desses e de outros genes de reparo de pareamento erroneo estavam 
afetados em pacientes com HNPCC, levando rapidamente a confirma- 
9 ao de que, de fato, o homologo mutante humano ?fiutS (chamado 
hMSH2) foi mapeado no Cromossomo humano 2pl6, enquanto um 
homologo humano de mutL foi mapeado no 3p21. Por fim, membros 
de um dos grupos de fami'lias com HNPCC foram descobertos como 
transmissores de alelos mutantes de hMSH2, ao passo que aqueles per- 
tencentes a um segundo grupo de parentes com HNPCC carregavam 
alelos mutantes de hMLHl. 


Figura 12.28 Um gene do receptor TGF-P 
afetado por instabilidade de microssatelites 
0 receptor TGF-p tipo II (TGF-pRII) e 
frequentemente inativado em canceres de 
colon humanos, exibindo instabilidade de 
microssatelites e, portanto, carregando 
defeitos nos genes de reparo de 
pareamento erroneo (MMR). No caso 
particular do cancer de colon, cujo DNA foi 
analisado aqui, as ultimas duas de 10 
adeninas (/ace em negrito) foram deletadas 
da fase de leitura do gene que codifica o 
receptor ostensivamente devido a um 
defeito de MMR. Essa delegao em 
particular (A.|g^Ag) resultou em uma 
mutagao sem sentido que causou a 
terminagao prematura da tradugao da 
proteina TGF-pRII nascente e, assim, na 
perda de dominios sinalizadores 
funcionalmente criticos na porgao C- 
terminal do receptor. Esta perda, por sua 
vez, permitiu que as celulas progenitoras 
do carcinoma de colon se tornassem 
resistentes aos efeitos inibitorios de 
crescimento de TGF-p. Alteragoes dessa 
porgao de As no gene de TGF-pRII foram 
subsequentemente encontradas em 100 de 
111 carcinomas colorretais apresentando 
MMR defectiva, nas quais elas fizeram com 
que a tradugao do mRNA de TGF-pRII 
originasse polipeptideos de 129 ou 161 
aminoacidos (dependendo de quantos As 
foram delefados) em vez dos 565 residuos 
de aminoacidos presentes no receptor tipo 
selvagem. (De C. Lengauer, K.W. Kinzier 
and B. Vogelstein, Nature 396: 643-649, 
1998.) 


MSH3), que foram identificados como desempenhando papeis igualmente importantes no repa¬ 
ro do DNA, sao raramente, se alguma vez, transmitidos como alelos mutantes na linhagem germi- 
nativa humana. Similar a genetica da maioria dos genes supressores de tumor, os pacientes herdam 
um alelo deficiente do gene MMR; os genomas em muitas celulas tumorais que surgiram tern, 
quase sempre, sofrido uma perda de heterozigosidade (LOH) que resulta no descarte da copia do 
gene sobrevivente tipo selvagem de MMR em questao. 

A resultante incapacidade de detectar e reparar apropriadamente erros no pareamento de seqiien- 
das leva, dentre outras conseqiimcias, a altas taxas de mutagoes em genes que abrigam repetigoes 
de microssatelites em seus genomas. Uma ilustragao dramatica e prematura das conseqiimcias 
desse defeito no reparo vem do estudo de um grupo de 11 linhagens celulares de cancer colorretal 
que mostraram instabilidade de microssatelites. Em nove dessas linhagens celulares, o gene codi- 
ficando o receptor tipo II de TGF-P (TGF-PRII) foi encontrado mutado. Mais especificamente, 
a fase de leitura do tipo selvagem desse gene carrega uma faixa de lOAs em uma fileira (Figura 
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12.28). No entanto, nessas nove linhagens de celulas tumorais, o geneTGF-PRII foi encontrado 
como tendo perdido um ou dois As da fdeira homopolimerica normalmente presente. Tais altera- 
^oes de seqiiencia for^aram a seqiiencia codificadora do gene TGF-PRII para fora de sua fase de 
leitura e resultaram em protemas TGF-PRII nao-firncionais. 

Podemos imaginar que, uma vez que os precursores de celulas tumorais nao mais expressam 
o TGF-PRJI funcional, eles podem escapar dos efeitos inibitorios de crescimento desse fator 
antimitogenico (Se^ao 8.4) - uma caracten'stica altamente vantajosa se adquirida cedo na 
progressao de tumor por celulas epiteliais. Em um estudo subseqiiente de uma serie de 110 
carcinomas de colon que exibiam instabilidade de microssatelites, 100 foram encontrados 
carregando alelos mutantes, defectivos do gene TGF-PHII, com quase todos os alelos mutan- 
tes presentes em configura^ao homozigota. Assim, uma vez que um dos genes que codifica 
receptores sofra uma muta^ao que o inative, o alelo sobrevivente tipo selvagem e descartado 
por meio da perda da heterozigosidade. 

Posteriormente, ainda outros genes que sofreram muta^oes similares foram encontrados em 
celulas de cancer defectivas no reparo de pareamento erroneo (Tabela 12.2). Na grande maioria 
dos casos listados na Tabela 12.2, o defeito no MMR e os alelos mutantes resultantes foram 
descobertos em canceres esporadicos (em vez de nos familiais). Tais observances apontam 
para o fato de que, em tumores nao-familiais, os genes MMR, da mesma forma que genes 
supressores de tumor, podem ser tornados defectivos tanto por muta^ao somatica como por 
metilanao de promotor, resultando no silenciamento transcricional (Se^ao 7.8). Na verdade, 
este segundo mecanismo e responsavel pela maior parte do MMR defective nesses tumores: 
em torno de 15% dos tumores esporadicos gastricos, colorretais e do endometrio apresentam 
MMR defectiva, e, em quase todos esses, a instabilidade de microssatelite observada pode ser 
tra^ada ate a metilanao e resultante silenciamento do gene MLHl. De maneira interessante. 


Tabela 12.2 Genes e proteinas que foram inativados nos genomas de celulas de cancer humanas devido a defeitos no reparo de pareamento erroneo 


Gene 

Fungao da protelna oodlfloada 

Sequencia codificadora 
flpo selvagem 

Colon 

Esfomago 

Endometrio 

ACTRII 

Receptor GF 

'*'8 

X 



AIM2 

Induzivel por interferon 

^10 

X 



APAF1 

Fator pro-apoptotico 


X 

X 


AXIN-2 

Sinalizagao Wnt 

Ag, Gy, Cg 

X 



BAX 

Fator pro-apoptotico 

Gg 

X 

X 

X 

BCL-10 

Fator pro-apoptotico 

'*'8 

X 

X 

X 

BLM 

Resposta a dano no DNA 

Ag 

X 

X 

X 

Caspase-5 

Fator pro-apoptotico 

Aio 

X 

X 

X 

CDX2 

Flomeobox TF 

Gy 

X 



CHK1 

Resposta a dano no DNA 

Ag 

X 


X 

FAS 

Fator pro-apoptotico 

T7 

X 


X 

GRB-14 

Transdugao de sinal 

Ag 

X 

X 


hG4-1 

Cicio celular 

Ag 

X 



IFRIIR 

Mimetiza receptor GF 

Gg 

X 

X 

X 

KIAA097 

Desconheclda 

Tg 

X 



MLH3 

MMR 

Ag 

X 


X 

MSH3 

MMR 

Ag 

X 

X 

X 

MSH6 

MMR 

Cg 

X 

X 

X 

NADH-U08 

Transporte de eletrons 

Tg 

X 



OGT 

Glicosilagao 

T10 

X 



PTEN 

Pro-apoptotico 

Ag 

X 


X 

RAD50 

Resposta a dano no DNA 

Ag 

X 

X 


RHAMM 

Mobilidade celular 

Ag 

X 



RIZ 

Fator pro-apoptotico 

Ag, Ag 

X 

X 

X 

SEC63 

Translocagao de proteinas 

Aig, Ag 

X 




no reticulo endoplasmatico 





SLC23A1 

Transportador 

Cg 

X 



TCE-4 

Fator de transcrigao 

A10 

X 

X 

X 

TGF-PRII 

Receptor de TGF-p 

Aio 

X 

X 

X 

WISP-3 

Fator de crescimento 

Ag 

X 




De A. Duval and R. Hamelin, Career Res. 62:2447-2454, 2002. 
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Figura 12.29 Supressao da atividade de 
MLFI1 no tecido do endometrio Urn 
anticorpo anti-hMLFII foi utilizado em 
imuno-histoquimica, na qual o anticorpo foi 
acoplado a uma enzima peroxidase para 
gerar urn ponto marrom-escuro em 
qualquer ponto que ele ligue o antigeno 
MLH1. Conforme indicado aqui, o tecido do 
endometrio normal (A/ rosa) de urn paciente 
com cancer no endometrio mostrou areas 
de coloragao marrom-escura intensa, 
indicando alta expressao de hMLHI (A/, 
seta rosa mats acima), bem como uma 
coloragao fraca (A/, seta rosa mats abaim), 
em que nucleos celulares (azul-claro), 
corados com urn corante especifico para 
DNA (DAPI), sao aparentes, mas nenhuma 
coloragao de MLH1 e vista. 0 tecido do 
endometrio com carcinoma (linha 
pontilhada rosa, T) esta virtualmente sem a 
coloragao por hMLHI, o que revela, 
portanto, apenas a coloragao fraca dos 
nucleos celulares pelo DAPI. Analises 
moleculares {nao-mostradas) indicaram que 
0 promotor do gene hMLHt nas celulas de 
carcinoma estava fortemente metilado. 0 
fato de que a expressao de hMLHI estava 
ausente em alguns dos tecidos 
histologicamente normals adjacentes ao 
tumor indica que a perda da expressao de 
hMLHI ocorreu relativamente cedo na 
progressao do tumor e precedeu as 
alteragoes histopatologicas que levaram a 
formagao do carcinoma. (De T. Kanaya, S. 
Kyo, Y Maida et al., Oncogene 22:2352- 
2360, 2003.) 



o tecido endometrial histologicamente normal adjacente a tumores com MMR defectivo, o 
gene MLHl e freqiientemente encontrado metilado, sugerindo que tal metilagao e um dos 
eventos iniciais na progressao do tumor nesse tecido (Figura 12.29). 

Junto a perda da fungao do reparo de pareamento erroneo, celulas que perderam a expressao 
de MLHl ou MSH2 tambem se tornam resistentes a mutagenos alquilantes que iriam nor- 
malmente ativar o ponto de confirmagao G2/M do ciclo celular ou induzir apoptose; essas 
celulas continuam a avangar para o G2/M e obtem sucesso ao evitar a apoptose apos a expo- 
sigao a esses agentes danificadores do DNA. Alem disso, versoes mutantes de MSH2 que 
inativam seletivamente a fungao MMR podem ser criadas sem que afetem a capacidade de 
desencadear a apoptose em resposta a certos tipos de dano ao DNA. Isso sugere que nessa 
protelna MMR em particular, domi'nios distintos estao envolvidos na detecgao de DNA 
danificado, reparando esse dano e emitindo sinais de alarme, incluindo aqueles que levam a 
apoptose. 

A observagao repetida de genes de reparo metilados com pareamento erroneo fornece uma 
evidencia direta de que um defeito somaticamente adquirido (i. e., nao-herdado) na fungao 
de reparo do DNA confere vantagem replicativa em celulas pre-malignas evoluindo durante 
o curso da progressao de tumor. Em muitos dos genomas de celulas tumorais apresentando 
instabilidade de microssatelites, existem centenas, provavelmente milhares, de genes que sao 
concomitantemente mutados; os genes mostrados na Tabela 12.2 representam apenas uma 
pequena proporgao desse grupo. 

Os dados da Tabela 12.2 sao tendenciosos pelo fato de que apenas um grupo arbitrario de 
genes foi examinado, e apenas as seqiiencias associadas aos microssatelites homopolimericos 
desses genes foram seqtienciadas. Alem disso, essa lista e mais interessante. Ela mostra que o 
gene BAX, que codifica uma importante protelna pro-apoptotica (Segao 9.9), pode ser silen- 
ciado por meio de mutagoes provocadas por uma seqiiencia de oito Gs em sua fase de leitura 
normal e um defeito no reparo MMR. Outros genes apoptoticos tambem foram descobertos 
como sofrendo mutagoes diretamente tragaveis no mimero de bases em uma de suas seqiien- 
cias homopolimericas. Mesmo os genes que codificam protelnas MMR sao inativados por 
defeitos MMR! 


Futuras pesquisas irao revelar que a inativagao de alguns dos genes listados na Tabela 12.2 
resulta em vantagem replicativa para celulas tumorais. Ainda, sucessos em tais pesquisas irao 
conduzir a outras questoes importantes nao-respondidas; por que os defeitos MMR e a ins- 
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tabilidade de microssatelites resultante associam-se preferencialmente a carcinomas de colon, 
estomago, ovario e endometrio e muito menos freqiientemente a tumores surgindo em ou- 
tros locals do corpo? 


12.10 Diversos outros defeitos no reparo de DNA conferem 
suscetibilidade aumentada por meio de mecanismos 
pouco entendidos 

Sem duvida, os genes mais notorios associados ao cancer, ao menos para o publico, sao BRCAl 
e BRCA2. Alelos mutantes da linhagem germinativa de qualquer um desses genes conferem 
uma suscetibilidade inata a carcinomas de mama e ovario. Por exemplo, quase metade de 
todos os canceres de mama familiais identificados envolvem transmissao de um alelo mutan- 
te de BRCAl e BRCA2 da linhagem germinativa; de acordo com algumas estimativas, 70 a 
80% de todos os canceres familiais de ovario devem-se a alelos mutantes de linhagem germi¬ 
nativa de BRCAl ou BRCA2. Quando esses dois genes foram primeiramente descobertos, 
parecia que eles deveriam ser inclui'dos entre os genes supressores de tumor, que sao conheci- 
dos por estarem envolvidos na regula^ao da dinamica da prolifera^ao celular, na sobreviven- 
cia e na diferencia^ao (Caphulo 7). Porem, diversas evidencias construfram uma instancia 
persuasiva de que esses dois genes estariam realmente envolvidos na manuten^ao da integri- 
dade genomica e de que eles deveriam, portanto, ser chamados de caretakers (protemas de 
reparo de DNA) em vez de gatekeepers (proteinas supressoras de tumor). 

O caso da participa^ao desses genes na manuten 9 ao genomica pode ser apresentado utilizan- 
do-se evidencia de culpa por associa^ao. As proteinas BRCAl e BRCA2 sao encontradas em 
grandes complexos fisicos umas com as outras e com um grande numero de outras protemas 
no nucleo celular. Esses complexos massivos carregam, juntamente com outros componen- 
tes, as protemas RAD50/Mrel 1 e RAD51 — homologas das duas protemas inicialmente des- 
cobertas em levedura devido ao importante papel que desempenhavam no reparo de quebras 
no DNA causadas por radia^ao ionizante (i. e., raios X). Proteinas de reparo de pareamento 
erroneo tambem foram encontradas em tais complexos. 

Bastante dramaticamente, o tratamento de celulas com hidroxiureia, que resulta em uma parada 
da forquilha de replica^ao durante a fase S, faz com que moleculas de BRCAl modifiquem sua 
localizaq;ao no nucleo. Muitas dessas forquilhas paradas sao sugeridas como locals de quebras 
dsDNA, que resulta de quebras acidentais na fita simples, ainda nao replicada, nas forquilhas (veja 
a Figura 12.10); as quebras resultantes sao geralmente reparadas pelo reparo dirigido por homolo- 
gia (HDR). Conforme visualizado por microscopia de imunofluorescencia, moleculas de BRCAl 
estao normalmente distribuldas em um grande numero de pequenos pontos pelo nucleo; a hidro¬ 
xiureia faz com que as moleculas de BRCAl deixem esses pontos e aglomerem-se em um numero 
menor de pontos grandes, discretos, nos quais o anti'geno nuclear de celula em prolifera^ao (PCNA) 
— sabidamente localizado nas forquilhas de replica^ao — tambem pode ser encontrado (Figura 
12.30A). Tais pontos tambem foram descobertos por conterem diversas outras protemas de repa¬ 
ro de DNA conhecidas, incluindo Rad50 e Rad51. A protema BRCA2 tambem pode ser encon- 
trada neles, fornecendo evidencias inferidas adicionais da sua colabora^ao em processos de reparo 
de DNA. Alem disso, quando quebras dsDNA sao intencionalmente criadas em areas discretas 
dentro do nucleo celular utilizando um ferxe de estreito, a protelna BRCAl se co-localiza em 
tais areas juntamente com Y-H2AX, uma histona fosforilada que esta presente em sMos de croma- 
tina que flanqueiam locals de dano dsDNA (Figura 12.30B). Ao todo, 12 protemas celulares 
distintas, a maioria conhecida pelo envolvimento com o reparo de DNA, foram descobertas sen- 
do recrutadas para essas areas de dano. 

Camundongos que foram geneticamente privados de toda a fun^ao de BRCAl morrem no 
im'cio da embriogenese, porem alelos mutantes de linhagem germinativa de BRCA2 que 
causam perda apenas parcial de fun 9 ao resultam em suscetibilidade a malignidades linfoides 
e aberra^oes cromossomicas pouco usuais. Essas aberra^oes possuem estruturas que sugerem 
altas taxas de recombina^ao ilegftima, ou seja, eventos de recombina 9 ao (ou fusoes) entre 
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dois bragos cromossomais que nao sao homologos um ao outro (Figura 12.31 A). Tais es- 
truturas cromossomais resultam caracteristicamente do reparo inapropriado de quebras 
dsDNA, muitas das quais podem surgir acidentalmente nas forquilhas de replicagao durante 
a fase S tfpica do ciclo celular (veja a Figura 12.10). Alem disso, as duas filhas de uma celula 
que nao possui fungao completa de BRCA2 sao incapazes de separar-se uma da outra durante 
a citocinese que segue a mitose; os efeitos precisos que esse defeito de abscisao (Figura 12.30B) 
possui no cariotipo ainda necessitam ser elucidados. Esse defeito de abscisao indica que BRCA2 
possui fungoes que nao sao diretamente conectadas com seu papel principal na organizagao 
do reparo de quebras dsDNA. Outras indicagoes, ainda, do reparo defectivo de dsDNA em 
celulas mutantes de BRCAl e BRCA2 vieram dos experiments que testaram a capacidade de 
celulas em cultura para recuperar quebras dupla-fita (ds) introduzidas em seu DNA cromos- 
somal por raios X. Cdulas em cultura que nao possuem a maior parte da fungao de BRCAl 
demonstram sensibilidade muito aumentada a morte por raios X. 


(A) 



Y-H2AX 


Figura 12.30 BRCAl e resposta ao dano de DNA (A) A proteina BRCA, 
que pode ser detectada por anticorpos fluorescentemente marcados, em 
geral e encontrada durante a fase S em um grande numero de pontos 
discretos, pequenos, portodo o nucleo (verde, l^painel). No entanto, 
quando celulas na fase S sao tratadas com hidroxiureia (HU), que para a 
forquilha de replicagao, as moleculas da proteina BRCAl abandonam 
esses pontos e se congregam em pequenos numeros de pontos bastante 
grandes (verde, 2^pa/de/). Um padrao similar de relocalizagao pode ser 
observado com o antigeno nuclear de celula em proliferagao (PCNA), que 
e conhecido por estar associado as forquilhas de replicagao {vermelho, 3^ 
painel). Uma colocalizagao substancial de BRCAl e PCNA e indicada 
pelos pontos amarelos (4!^paine!). Essas forquilhas de replicagao 



PCNA sobreposigao entre BRCAl 

(+hidroxiureia) & PCNA (+hidroxiureia) 



BRCAl 


paralisadas frequentemente sao locals de quebras dupla-fita (ds) de DNA 
causadas pela quebra acidental de fitas simples de DNA ainda nao 
replicadas (e, portanto, frageis) nas forquilhas de replicagao (veja a Figura 
12.10); tais observagoes sugerem que BRCAl e recrutada a locals de 
quebras dsDNA. (B) Um laser UV de 355 nm foi utilizado para pintar liras 
estreitas ao redor de nucleos individuals, que foram entao analisados por 
imunocoloragao com anticorpos reativos tanto com y-H 2AX (uma histona 
fosforilada que e conhecida por localizar-se na cromatina que flanqueia 
quebras dsDNA; verde) ou BRCAl {vermelho). Essa co-localizagao indica 
que BRCAl e atraida para areas de quebra dsDNA. (A, de R. Scully, J. 
Chen, R.L. Ochs et al.. Cell 90;425-435, 1997; B, de R.A. Greenberg, B. 
Sobhian, S. Pathania et al.. Genes Dev. 20:34-46, 2006.) 
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O reparo de quebras dsDNA em uma cromatide com freqtiencia depende da habilidade do 
aparato de reparo de consultar suas seqiiencias de DNA homologas nao-danificadas, intactas, 
presentes em uma cromatide irma, utilizando a seqiiencia do segmento de DNA ainda intac- 
to para instruir o aparato de reparo sobre como a dupla helice quebrada deve ser reconstrufda 
(Figura 12.32). Entao, tal reparo dirigido por homologia (HDR) ocorre grandemente duran¬ 
te a fase S tardia e na base G 2 do ciclo celular, quando a dupla helice em uma cromatide irma 
pode fornecer a informa^ao sobre a seqiiencia para reparar a cromatide danificada. (Lembre- 
se que, durante a fase S, a replica^ao do DNA resulta na produ^ao de duas cromatides iden- 
ticas que permanecem associadas como parte de um cromossomo comum ate que elas sejam 
separadas durante a proxima mitose.) O HDR tambem pode ser utilizado se liga^oes cova- 
lentes cruzadas entre fitas de uma dupla helice surgem. 


Figura 12.31 Alteragoes cariotipicas devido 
a perda parcial da fungao de BRCA2 (A) 
Varias anormalidades cariotipicas tern side 
observadas em fibrobiastos em culture 
preparados de um embriao de 
camundongo que era homozigoto para um 
alelo do gene Brca2 que codifica uma 
proteina Brca2 truncada. Entre tais 
anormalidades, estao incluidas fusoes entre 
bragos cromossomais, resultando em 
translocagoes cromossomais que sao 
frequentemente manifestadas pela 
presenga de pares de cromatides 
aberrantes durante a metafase da mitose. 
Essas fusoes com frequencia sao 
causadas por quebras de dsDNA nao- 
reparadas ou inapropriadamente 
reparadas. Quando as cromatides hibridas 
resultantes de tais fusoes pareiam com 
crom&ides irmas que nao foram afetadas 
por tais translocagoes, estruturas como 
aquelas vistas aqui sao observadas (painel 
I). Entre as estruturas cromossomais 
aberrantes resultantes de quebras dsDNA 
estao as quebras de cromatides (painel II), 
os cromossomos trirradiais (painel III) e os 
cromossomos tetrarradiais (painel IV) nessa 
disposigao cromossomal da metafase. 
Pareamentos de cromatides como essas 
sao raramente observados em celulas tipo 
selvagem. (B) Na ausencia de fungao 
apropriada de BRCA2, 0 crescimento e a 
divisao celulares podem ser rompidos por 
meio de um mecanismo que nao parece 
estar conectado com o reparo defectivo de 
DNA. Entao, o ultimo estagio da citocinese 
(0 momento ap6s a mitose no qual as 
celulas-filhas se separam uma da outra) 
envolve o processo de abscisao, que 
depende, por sua vez, da clivagem dos 
microtubulos dos fusos restantes que ainda 
conectam as duas celulas-filhas. Em 
celulas mutantes para Brca2, esse 
componente do programa de abscisao 
tambem esta defectivo. (A, de K.J. Patel, 

V.P Yu, H. Lee et al., Mol. Cell 1:347-357, 
1998; B, de A.R. Venkitaraman, Science 
306: 876-879, 2004.) 


Todos os tipos de reparo dirigido por homologia (HDR) estao comprometidos em celulas que nao 
possuem a fungao de BRCAl ou BRCA2. Isso pode ser explicado, em parte, pelo comportamento 
da proteina RAD51, com quern a parceira de BRCAl, BRCA2, associa-se diretamente. RAD51 e 
conhecida por ligar-se a moleculas fita simples de DNA, permitindo que elas invadam (e, assim, 
desenrolem) duplas helices homologas, um processo essencial para iniciar HDR (veja a Figura 
12.32). (O fato de que BRCA2 possui oito domlnios BRC, cada um dos quais pode, a princlpio, 
ligar uma molecula de RAD51, sugere que BRCA2 pode realmente reunir cadeias de moleculas de 
RAD51 para ligar-se coordenadamente a ssDNA.) Na ausencia de BRCAl ou BRCA2, RAD51 
pode nao ser apropriadamente recrutada a locals de quebras dsDNA, e os passos subseqiientes de 
HDR podem nao ser capazes de ocorrer corretamente. Os cromossomos trirradiais e tetrarradiais 
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que sao encontrados na metafase de celulas mutantes para Brca2 (veja a Figura 12.3 lA) sao mani- 
festagoes da incapacidade do aparato de reparo dessas celulas, em utilizar HDR para consertar 
quebras dsDNA. 

O reparo dirigido por homologia (HDR) tambem esta defectivo em pacientes sofrendo da si'ndro- 
me de quebra de Nijmegen (veja aTabela 12.1). Suas celulas, que nao possuem a protema Nbsl, 
falham ao executar os passos iniciais de HDR. Sem essa habilidade de explorar HDR, as celulas de 
tais pacientes irao se rearranjar para uma fusao de duas extremidades de dsDNA por meio do 
processo chamado uniao de extremidades nao-homologas (NHEJ); Figura 12.33. 

NHEJ e inevitavelmente um processo sujeito a erro, simplesmente porque o alinhamento 
entre os dois segmentos de DNA a serem fusionados nao e informado pelas seqtiencias de 
DNA presentes na cromatide irma. Como conseqtiencia, as fusoes entre extremidades resul- 
tantes geram seqtiencias mutantes no local da jungao, o que explica as altas taxas de maligni- 
dades hematopoieticas em pacientes sofrendo da smdrome da quebra de Nijmegen. Camun- 
dongos que sao defectivos para um ou outro componente da maquinaria NHEJ e tambem 
nao possuem a fungao p53 desenvolvem linfomas a taxas extremamente altas. 

De forma interessante, NHEJ ocorre muito na fase Cl do ciclo celular, quando as cromati- 
des irmas nao estao dispom'veis para permitir o reparo dirigido por homologia. NHEJ e 


Figura 12.32 Reparo direoionado por 
mutagenese 0 reparo de quebras dsDNA 
durante a fase S tardia e a fase Gj do ciclo 
celular com frequencia depende da 
capacidade do aparato de reparo de 
consultar sequencias presentes na 
cromatide Irma nao-danificada que foi 
formada previamente, juntamente com a 
cromatide danificada, durante a fase S 
mais recente. Tal reparo dirigido por 
homologia (FiDR) inicia (acima) com a 
ressecgao (remogao) por uma exonuclease 
de uma das duas fitas de DNA em cada 
uma das extremidades formadas por 
quebras dsDNA. Cada uma das fitas 
ssDNA resultantes {azul, vermelho) e entao 
forgada a invadir a dupla helice formada 
pelas duas fitas (verde, cinza) da cromatide 
irma nao-danificada; esta cromatide irma 
nao-danificada foi desenrolada pelo 
aparato de reparo para acomodar o 
pareamento das fitas invasoras de ssDNA a 
sequencias complementares presentes na 
cromatide irma nao-danificada. As fitas 
ssDNA da cromatide danificada sao entao 
estendidas na diregao 5’-para-3’ pela DNA 
polimerase, utilizando as fitas de DNA da 
cromatide irma como molde. Apos, as fitas 
de ssDNA resultantes sao liberadas da 
cromatide irma e pareadas uma com a 
outra, permitindo que a extensao prossiga 
por uma DNA polimerase e uma ligase, que 
juntas reconstroem a dupla helice 
possuidora de sequencias de DNA tipo 
selvagem. Incluidas entre as proteinas de 
reparo de DNA que se sabe ou se suspeita 
que facilitem esses passos complexes de 
HDR estao RAD51, BRCA1 e BRCA2. 
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Figura 12.33 Uniao de extremidades nao- 
homologas NFIEJ e utilizada para restaurar 
a dupla helice do DNA apds uma quebra 
dupla-fita quando as sequencias de 
nucleotideos presentes em uma cromatide 
irma nao estao disponiveis para instruir o 
aparato de reparo sobre como essas 
extremidades deveriam ser unidas de 
maneira apropriada (veja a Figura 12.32). 
Na NFIEJ, a resecgao de fitas simples de 
ambas as extremidades quebradas resulta 
em ssDNAs que podem ser entao unidos 
uns aos outros, possivelmente por urn grau 
limitado de pareamento de bases entre 
eles; quatro pares de bases sao mostrados 
aqui. 0 subsequente preenchimento de 
vaos de fita simples e a ligagao de 
quaisquer quebras ssDNA remanescentes 
resultam na reconstrugao de uma dupla 
helice que nao possui alguns dos pares de 
bases presentes na helice original nao- 
danificada do DNA. (Adaptado de M.R. 
Lieber, Y Ma, U. Pannicke and K. Schwarz, 
DNA Repair 3:817-826, 2004.) 


reconstrugao da dupla helice 


diversos pares de bases presentes na sequencia 
tipo selvagem original estao faltando 


virtualmente linico entre os processes de reparo de DNA, ja que ele possui um papel na 
fungao fisiologica normal, nao-relacionada a reparagao de dano ao DNA. (Barra lateral 12.9). 

Ainda nao esta claro precisamente como BRCAl e 2 contribuem para a manutengao da 
estrutura normal do DNA e dos cromossomos e, portanto, previnem o cancer. O fato de que 
BRCAl e BRCA2 podem se ligar a tantas protemas nucleares distintas, muitas envolvidas no 
reparo de DNA (Figura 12.34A), sugere que elas agem, ao menos em parte, como arcabougos 
moleculares que auxiliam na formagao de grandes complexes dessas outras protemas e as 
coordenam para agao. Uma vez montadas, essas diversas protemas de reparo complexadas 
presumivelmente colaboram no reparo de lesoes, em geral as quebras dupla-fita no DNA. 
Alem disso, como a Figura 12.34B ilustra, a perda de BRCAl pode danificar certos controles 
em pontos de checagem do ciclo celular que normalmente respondem ao DNA danificado. 

Nao sabemos por que a heranga de alelos mutantes dos genes BRCAl e BRCA2 leva preferen- 
cialmente a canceres nas mamas e ovario ou por que mutagoes somaticas de BRCA2 estao 
normalmente associadas a carcinomas de prostata e colon. Ademais, a penetrancia dos alelos 
de linhagens germinativas mutantes de BRCAl e BRCA2 (i. e., o grau no qual cada alelo 
exerce um efeito observavel no fenotipo) tambem tern sido diflcil de quantificar. 

Ja que a fungao de BRCAl e estudada cada vez com maior detalhe, sens mecanismos de agao 
tornam-se cada vez mais confusos, pelo simples fato de que fungoes bioqui'micas distintas sao 
atribui'das a essa protema bastante grande e suas “parceiras fisicamente associadas”. Por exemplo, 
BRCAl associa-se a diversos reguladores transcricionais. Tambem esta claro que celulas de femeas 
que nao possuem a fungao de BRCAl sao incapazes de inativar adequadamente um dos dois 
cromossomos X em suas celulas somaticas (Barra lateral 1.2). A forma como isso esta conectado as 
fungoes de reparo do DNA e a tendencia de mutantes de linhagem germinativa de alelos de 
BRCAl de gerar quase que exclusivamente canceres em femeas permanece obscura. 


Barra lateral 12.9 NHEJ e o desenvol- 
vimento da fungao imune A maquina- 
ria de NHEJ possui um papel integral 
no processo de rearranjo de genes que 
leva a formagao de anticorpos funcionais 
e receptores de celulas T. Por exemplo, a 
formagao das sequencias de DNA que 
codificam sitios de ligagao de anrigenos 
dependem do rearranjo e fusao dos seg- 
mentos cromossomais V, D e J. Na au- 
sencia de todas as protefnas componen- 
tes de reparo necessarias para NHEJ, tais 
fusoes de segmentos nao podem ocor- 
rer. Isso resulta na incapacidade de criar 
moleculas apropriadas de imunoglobu- 
lina (anticorpos) e receptores de celulas 
T, comprometendo tanto a resposta hu¬ 
moral quanto a celular do sistema imune 
(aseremdescritasnaSegao 15.1) ecrian- 
do a smdrome da imunodeficiencia se- 
vera combinada (SCID). Similarmente, 
NHEJ e necessaria para permitir que a 
maioria das mudangas de classe ocorra; 
esse processo normalmente capacita seg¬ 
mentos VDJ, que codificam as porgoes 
de ligagao ao anti'geno das imunoglobu- 
linas, a ligarem-se a regioes constantes 
alternativas dos segmentos de genes que 
codificam as imunoglobulinas, gerando 
varias classes de moleculas de anticorpo. 
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Figura 12.34 BRCA1, BRCA2 e suas paroeiras (A) As proteinas 
BRCA1 e BRCA2 atuam, ao menos em parte, como arcabougos para 
a montagem de urn grupo de outras proteinas de reparo em grandes 
complexes fisicos. Uma vez montados, esses complexes 
multiproteicos auxlllam no reparo de quebras dsDNA, geralmente 
por melo do reparo dirigido por homologia (FIDR). For exempio, urn 
exon do gene BRCA2 codifica olto coplas de urn “dominlo BRC” 
(nao-mostrado)', estas auxillam no recrutamento de multiplas 
molecules de RAD51, que formam filamentos e protegem fitas 
ssDNA como parte do processo FIDR ilustrado na Figura 12.32. 0 


complexo MRN, composto por MRE11, radSO e Nbsl, parece ser 
capaz de reconhecer a extremidade criada por uma quebra dsDNA e 
ativar a fungao ATM cinase em resposta. (B) A perda de diferentes 
parceiros de BRCA1 afeta especificamente diferentes controles de 
pontos de verificagao do cicio celular, alem de comprometer os 
processes de recombinagao homdioga e o reparo dirigido por 
homologia. Isso ilustra o controle central que BRCA1 possul como 
arcabougo para uma vasta gama de proteinas envolvidas em 
diversos processes envolvendo o funcionamento do DNA. (A e B, 
cortesia de R.A. Grenberg and D.M Livingston.) 


12.11 O carlotipo de cdulas de cancer com freqiiencia e alterado 
por meio de altera^oes na estrutura cromossomal 


Muito antes das sutilezas dos danos ao DNA e sen reparo serem reconhecidas, cariotipos 
aberrantes eram sabidamente presentes em celulas cancerosas. De fato, por quase um seculo, 
celulas de cancer foram descobertas por freqiientemente carregarem cromossomos que pare- 
ciam anormais. Os cromossomos trirradiais e tetrarradiais da metafase vistos em celulas que 
nao possui'am a fungao de BRCAl ou BRCA2 eram exemplos de tais aberragoes (veja a 
Figura 12.31A). Afastando-nos por um momento dessas aberragoes particulares, podemos 
reconhecer que duas classes distintas de anormalidades cariodpicas podem ser vistas em celu¬ 
las de cancer: alteragoes nas estruturas de cromossomos individuais e mudangas no numero de 
cromossomos que nao possuem efeito na estrutura cromossomal. 

Um desvio freqiiente do cariotipo diploide normal envolve um aumento ou diminuigao do 
numero de cromossomos espedficos. Em uma ocasiao, por meio de varios acidentes ocorren- 
do durante a mitose, celulas cancerosas podem adquirir genomas poliploides, nos quais um 
complemento haploide adicional de cromossomos e adquirido (levando a um estado triploi- 
de) ou ainda um complemento extra diploide de cromossomos e adquirido (levando a um 
estado tetraploide). Alternativamente, copias extras de cromossomos individuais podem es- 
tar presentes ou, menos comumente, uma copia de cromossomo pode estar faltando. 

O termo aneuploidia em geral e reservado para os tipos de desvios de um cariotipo normal 
(ou euploide) que envolve mudangas no numero de cromossomos. Recentemente, no entanto, 
o uso do termo aneuploidia foi ocasionalmente estendido para incluir alteragoes nas estrutu¬ 
ras de cromossomos individuais, que sao prevalentes em celulas da grande maioria dos tumo- 
res solidos (> 85%); um termo mais espedfico e “aberragao cromossomica”, que utilizaremos 
neste livro. Esses dois tipos principais de alteragoes cariodpicas surgem por meio de mecanis- 
mos fundamentalmente diferentes. 


Iremos adiar discussoes de alteragoes no numero de cromossomos ate a proxima segao. Por 
enquanto, revisaremos os mecanismos responsaveis por mudangas na estrutura cromossomi¬ 
ca, alguns dos quais ja encontramos em muitos pontos deste texto. Por exempio, como vimos 
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na Se 9 ao anterior, quebras dsDNA nao-reparadas, muitas das quais ocorrem acidentalmente 
nas forquilhas de replica^ao, sao tidas como fonte principal de transloca^oes cromossomicas. 

Junto a isso, muito mais cedo (Capi'tulo 4), aprendemos sobre uma classe de altera^oes 
cromossomicas associadas ao cancer como parte de uma discussao dos mecanismos que 
levam a cria^ao dos oncogenes myc e brc-abl. Lembre-se dos casos bem-estudados das 
transloca^oes que fusionam o proto-oncogene myc a seqiiencias promotoras derivadas de 
um dentre tres genes alternativos de imunoglobulinas (Se^ao 4.5). Nesse e em outros 
linfomas, e provavel que a maquinaria complexa dedicada ao rearranjo dos genes da 
imunoglobulina e do receptor de celula T (TCR) (veja a Barra lateral 12.9) erre o alvo. 
Em vez de rearranjar as seqiiencias genicas de TCR ou imunoglobulina, essa maquinaria 
inadvertidamente catalisa eventos de recombina^ao intercromossomais que conectam 
genes de imunoglobulina de forma promiscua com seqiiencias espalbadas ao longo do 
genoma, sendo o gene myc um destes. Essas raras transloca^oes que envolvem o proto¬ 
oncogene myc e desregulam sua transcri^ao parecem conferir vantagens proliferativas 
especiais nas celulas, resultando no aparecimento de clones de celulas e, por fim, em 
linfomas que carregam essas mesmas altera 96 es cariotipicas caracten'sticas. 

Na realidade, muitas outras translocafoes altamente especificas foram documentadas em di- 
versas malignidades hematopoieticas (veja, por exemplo, as Tabelas 4.4 e 4.5). Os mecanis¬ 
mos moleculares que levam a essas varias altera^oes na estrutura proteica permanecem obscu¬ 
res. Todavia, uma possibilidade muito atraente foi apresentada no Capitulo 10, no qual 
lemos sobre o colapso de telomeros resultando em ciclos de quebra-fusao-ponte (BFB) (Figu- 
ra 10.14). Esses ciclos BFB criam aberra 96 es em grande escala nas estruturas de cromosso- 
mos individuals, aparentemente atingindo todos os cromossomos com freqiiencia compara- 
vel. Em um dado momento, podem ocorrer transloca^oes que fornecem vantagem de cresci- 
mento para celulas que carregam tais cromossomos, o que, pode-se imaginar, resulta em 
crescimento clonal dessas celulas portadoras. 

Aberra 96 es estruturais superficialmente similares podem ser vistas em diversos tumores he- 
matopoieticos. Muitas dessas sao chamadas recorrentes, porque foram encontradas em diver- 
sas ocasioes em uma serie de tumores surgindo independentemente. Ate a data, centenas 
dessas transloca^oes recorrentes foram catalogadas. Devido ao fato de que transloca^oes re¬ 
correntes foram mapeadas em sitios cromossomais altamente especificos, poderia parecer que 
os mecanismos moleculares que as criaram sao distintos daqueles dos ciclos de quebra-fusao- 
ponte descritos anteriormente. 

Ainda, os mecanismos moleculares que originam essas transloca^oes permanecem obscuros, 
ja que eles ocorrem em tipos celulares hematopoieticos nos quais as enzimas envolvidas no 
rearranjo dos genes de imunoglobulinas e dos genes de receptor de celulas T com uma confi- 
gura^ao similar nao sao expressas. Analises das seqiiencias do DNA flanqueando pontos de 
quebra de transloca^oes revelaram duplica^oes, dele 96 es e inversoes de blocos de seqiiencias, 
achados que sugerem, mas difidlmente provam, o envolvimento de alguns tipos de mecanis¬ 
mos de reparo de DNA “sujeito a erro”, como a uniao de extremidades nao-homologas (NFIEJ), 
discutida anteriormente. 

Para conduit, no caso de transloca^oes cromossomicas, restam ainda dois misterios: (1) quais 
componentes da maquinaria de reparo do DNA estao normalmente prontos para prevenir a 
forma^ao dessas aberra^oes estruturais? (2) Como essas anormalidades cromossomais, uma 
vez formadas, contribuem para o cancer? 


12.12 O cariotipo de cdulas cancerosas e com freqiiencia modificado 
por meio de altera^oes no numero cromossomico 

Segundo o que foi afirmado anteriormente, alguns tipos de instabilidades geneticas afetam o 
cariotipo alterando o numero de cromossomos individuals sem afetar sua estrutura. Tais 
altera 96 es criam aneuploidia. Enquanto o termo “muta^ao” esta freqiientemente reservado 
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para mudangas na seqiiencia (e, portanto, inclui alteragoes na estrutura cromossomal), deve- 
mos reconhecer o fato de que alteragoes no niimero de cromossomos tambem representam 
mudangas em um genoma que podem possuir efeitos igualmente profundos no comporta- 
mento celular e sao, estritamente falando, tambem um tipo de mutagao. 


Figura 12.35 A instabilidade cromossomica 
em oelulas de cancer em cultura 0 numero 
de copias do Cromossomo 8 foi medido 
aqui utilizando-se hibridizagao in situ por 
fluorescencia (FISFI) em celulas normals 
(esquerda) e tambem em celulas de cancer 
de mama em cultura (direita) que foram 
descobertas como sofrendo de 
instabilidade cromossomica (CIN). 
Conforme Indicado, quase todas as celulas 
normals possulam duas copias do 
Cromossomo 8, ao passo que o numero de 
copias do Cromossomo 8 variou 
extensivamente em celulas afetadas por 
CIN. (Uma distribuigao essenclalmente 
identica do numero de copias 
cromossomicas foi observada com o 
estudo de um segundo cromossomo, 
arbitrariamente escolhido.) Essa grande 
variabilidade celula-celula do numero 
cromossomico indica que flutuagoes desse 
numero continuam a ocorrer com 
frequencia quando tais celulas cancerosas 
sao propagadas em cultura. (De G.A. 

Pihan, A. Purohit, J. Wallace et al., Cancer 
Res. 58:3974-3985, 1998.) 


Alteragoes no numero de cromossomos com frequencia sao criadas em celulas cancerosas que 
sao afligidas pela condigao denominada instabilidade cromossomica (CIN). Quando celulas 
cancerosas CIN-positivas sao removidas de pacientes e propagadas in vitro, as conseqiiencias 
de CIN tornam-se evidentes, ja que essas celulas continuam a reorganizar seus complemen- 
tos de cromossomos durante a propagagao em uma placa de Petri. Tais celulas de cancer ja 
eram bastante aneuploides quando foram removidas do paciente, e sua instabilidade cariotfpica 
observada in vitro e presumivelmente apenas uma extensao da instabilidade comparavel que 
existia in vivo durante o curso da tumorogenese (Figura 12.35). 

Os cariotipos aneuploides de celulas cancerosas podem ser interpretados de duas formas. Um 
ponto de vista ilustra a aneuploidia como conseqiiencia do caos geral que progressivamente 
envolve as celulas cancerosas a medida que elas avangam em diregao a estados altamente 
malignos. O outro ponto de vista atribui uma importancia causal a aneuploidia, argumen- 
tando que esta e um componente essencial da tumorogenese. Entao, alguns discutem que a 
maioria das celulas cancerosas necessita da instabilidade cromossomica durante seu desenvol¬ 
vimento para embaralhar seus genomas e atingir configuragoes cromossomicas que sao mais 
favoraveis para o crescimento neoplasico. De acordo com esta segunda linha de pensamento, 
na ausencia de mutabilidade aumentada associada a aneuploidia, muitos clones de celulas 
incipientes poderiam jamais ter sucesso ao adquirir todas as alteragoes geneticas necessarias 
para completar os multiplos passes da tumorogenese. 

Uma importante observagao que ira auxiliar a estabelecer esse debate veio do estudo de uma 
serie de carcinomas humanos de colon e reto. Os poucos tumores que exibem instabilidade 
de microssatelites (MIN) apresentam relativamente pouca aneuploidia e virtualmente ne- 
nhuma instabilidade cromossomica (CIN). Por outro lado, os tumores muito mais numero- 
sos que possuem CIN nao sao predispostos a apresentarem alteragoes na seqiiencia de nu- 
cleotideos que sao caracten'sticas de MIN (Figura 12.36). Juntas, tais observagoes sugerem 
que, ao menos no caso dos carcinomas colorretais, celulas tumorais devem adquirir mutabi¬ 
lidade aumentada em seus genomas, e que tanto um quanto outro desses mecanismos e 
suficiente para providenciar tal mutabilidade. Essa conclusao pode iniciar na conviegao de 
que CIN, como MIN, e um mecanismo efetivo para remodelar o genoma celular de uma 
forma que favorece a evolugao em diregao a uma neoplasia. Permanece pouco claro se tal 
logica e apropriada aos mecanismos geneticos que criam as malignidades hematopoieticas. 

As mudangas no numero cromossomico que caracterizam a instabilidade cromossomica sao 
geralmente (e talvez sempre) as conseqiiencias da segregagao erronea de cromossomos duran¬ 
te a mitose. Durante a fase M normal do ciclo celular, os cromossomos alinham-se em um 
piano, a placa metafdsica, e associam-se a fibras do fuso formadas por proteinas de microtii- 
bulo. Juntas, as fibras formam um fuso metafasico. Este, por sua vez, e uma estrutura bipolar 
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na qual cada metade de fuso e constitui'da de fibras de microtiibulo, muitas das quais se 
estendem dos cinetocoros dos cromossomos (os corpos nucleoproteicos associados ao DNA 
centromerico do cromossomo) ate os centrossomos; os ultimos sao responsaveis por organi- 
zar toda a estrutura de fibras do fuso metafasico. Quando esse aparato esta funcionando 
apropriadamente, as fibras do fuso separam os pares de cromatides irmas, de modo que cada 
cromatide move-se em dire^ao a urn dos dois centromeros. Isso assegura que as duas celulas- 
filhas que irao eventualmente surgir apos a divisao celular recebem por^oes precisamente 
iguais de cromossomos (veja a Figura 8.3B). 

Esse processo complexo de segrega^ao cromossomica e monitorado por uma serie de contro- 
les de pontos de verifica^ao, que garantem, a princfpio, que precisamente dois centrossomos 
e duas metades de fusos se formam; que cada cromatide de um par associa-se com sua propria 
metade de fuso distinto; e que a separa^ao das cromatides nao pode prosseguir a menos que 
e ate que todos os pares de cromatides estejam apropriadamente alinhados na placa metafasi- 
ca. Quando esses mecanismos de pontos de verifica^ao falham em impor controle de quali- 
dade na segrega^ao cromossomica, ambas as cromatides irmas de um par podem ser empur- 
radas para um ou outro centrossomo (o processo chamado nao-disjun 9 ao). Como conse- 
qiiencia, uma das celulas-filhas que surge subseqiientemente pode tornar-se haploide para 
esse cromossomo e triploide para outro. De maneira alternativa, uma cromatide pode falhar 
ao se conectar a uma fibra do fuso e pode simplesmente ser perdida dos genomas das celulas 
descendentes. 


Figura 12.36 Instabilidade cromossomica 
versus mutagao genica A presenga de 
instabilidade cromossomica (CIN) pode ser 
quantificada pela medida da perda de 
alelos dos bragos cromossomicos. (A) Nos 
carcinomas colorretais estudados aqui, a 
analise de um grande numero de tumores 
revelou que muitos tumores sofreram perda 
de heterozigosidade (LOFi; veja a Segao 
7.4) em um numero substancial de locos, 
cromossomais. Na abscissa, 0,3 de perda 
alelica, por exempio, refere-se a tumores 
nos quais 30% dos locos eram previamente 
heterozigotos, conforme revelado por 
analises com marcadores cromossomais, e 
que agora nao mais exibem 
heterozigosidade [barras vermelhas). A 
maioria dessa LOFI e atribuida a perda de 
cromossomos inteiros. Em contraste, entre 
os tumores afetados com instabiiidade de 
microssateiites (MiN; barra azul), a perda de 
aieios e, portanto, a perda de 
cromossomos inteiros e insignificante. (B) 
Em iinhagens ceiulares de tumores 
colorretais que exibem CIN, conforme 
estimado pela perda de marcadores 
cromossomais (veja o painel A), a taxa de 
inativagao do gene HPRT (hipoxantina 
fosforribosiltransferase) e virtualmente zero 
(primeiras quatro barras, vermelho). Em 
contraste, naquelas que exibem MIN, a taxa 
de mutagao desse gene e significativa e e 
ocasionalmente 100 vezes mais alta do que 
em Iinhagens tumorais CIN {ultimas quatro 
barras, azul). (A. de C. Lengauer, K.W. 
Kinzier and B. Vogelstein, Nature 396:643- 
649, 1998, e B. Vogelstein, E.R. Fearon, 

S.E. Kern et al.. Science 244:207-211, 1989; 
B, de C. Lengauer, K.W. Kinzier and B. 
Vogelstein, Nature 396:643-649, 1998, e 
J.R. Eshleman, E.Z. Lang, G.K. Bowerfind et 
al.. Oncogene 10:33-37, 1995.) 


Uma situagao cariodpica caotica mais disseminada pode ocorrer se os proprios fusos nao sao 
apropriadamente montados. Mitoses aberrantes, que resultam da organizagao inapropriada 
dos fusos, foram notificadas desde 1890 e, em retrospecto, representaram a primeira pista de 
que celulas de cancer sao geneticamente anormais. Na interfase de celulas normals, um uni- 
co centrossomo pode ser visualizado no citoplasma (Figura 12.37A); durante a mitose, dois 


Barra lateral 12.10 Aberragoes cromossomicas amplamente espa- 
Ihadas nao estao presentes em todos os tipos de celulas cancerosas 
humanas Os cariotipos de celulas com carcinomas e de celulas tu¬ 
morais hematopoieticas demonstram uma surpreendente discrepan- 
cia: as celulas cancerosas epiteliais exibem, quase que invariavelmente, 
um caos carion'pico, incluindo uma variedade de translocagoes nao- 
reci'procas, delegoes de bragos cromossomais e duplicagoes de outros. 
Em contraste, os cariotipos de celulas tumorais hematopoieticas sao 
diploides, com a excegao de uma ou duas translocagoes reciprocas 
que parecem ser responsaveis por iniciar o cancer ou disparar um 
passo especi'fico na progressao tumoral (p. ex., o passo que cria o 
oncogene BCR-ABL). Conseqiientemente, cariotipos caoticos nao 
sao necessaries para a formagao de todos os tipos de malignidades 
humanas. 


E bem provavel que o pequeno numero de alteragoes cariotipicas observa- 
veis encontrado na maioria das cdulas cancerosas hematopoieticas nao seja, 
por si so, suficiente para permitir uma proliferagao neoplasica completa. 
(Em um caso - o da leucemia mielogenosa cronica - a aquisigao do onco¬ 
gene BCR-ABL e freqiientemente seguida, durante a crise da recalda brus- 
ca, pela perda da fungao de p53', mutagoes pontuais causam tal perda, e sao, 
obviamente, cariotipicamente invisi'veis.) Alem disso, celulas tumorais he¬ 
matopoieticas nao foram relatadas como sofrendo de instabilidade de mi¬ 
crossateiites. Assim, permanece pouco claro por que mecanismos geneticos 
permitem que as celulas hematopoieticas adquiram o repertorio complete 
de alelos mutantes necessarios para proliferar como celulas neoplasicas com- 
pletas. De fato, sequer sabemos se a formagao de tumores hematopoieticos 
necessita de tantas mudangas genAicas quanto aquelas necessarias para a 
formagao de tumores solidos (veja a Segao 11.12). 
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Figura 12.37 Centrossomos e organizagao do fuso mitotioo Centrossomos sao 
responsaveis por organizar as fibras do fuso de microtubulos na meiose. (A) 

Em celulas de interfase imortalizadas, mas nao-malignas, a presenga de urn 
unico centrossomo pode ser detectada no citoplasma pelo uso de urn 
anticorpo que detecta pericentrina, uma proteina associada ao centrossomo 
{vermelho). Esse centrossomo e geralmente duplicado na transigao G/S para 
gerar os dois centrossomos encontrados nos polos do fuso mitotioo. (B) Em 
contraste, durante a interfase de celulas de cancer humanas, centrossomos 
multiplos podem frequentemente ser observados. Estes com frequencia criarao 
fusos multipolares (veja a Figura 12.38) quando tais celulas entram em mitose. 
(C) 0 par de centriolos que forma o centro de cada centrossomo pode ser 
melhor visto usando microscopia eletronica de transmissao (TEM), neste caso, 
de uma celula do carcinoma de colon humana. Quatro centriolos sao vistos 
aqui em secgao transversal (setas pequenas), enquanto uma visao lateral de 
uma quinta celula {seta grande) aparece, indicando uma desregulagao do 
numero de centriolos. A membrana nuclear e vista acima. (A e B, de G.A. Pihan, 
A. Purohit, J. Wallace et al., Cancer Res. 58:3974-3985, 1998; C, cortesia de 
M.J. Difilippantonio e T. Ried.) 


centrossomos sao posicionados em polos opostos dentro da celula. Celulas cancerosas, no 
entanto, frequentemente apresentam defeitos marcantes em sua organizagao, incluindo mul¬ 
tiplos centrossomos na interfase (Figura 12.37B e C). O resultado pode ser fusos mitoticos 
que possuem multiplos polos em vez dos dois encontrados em celulas normals (Figura 12.38A 
e B) e na divisao do conjunto normal de cromossomos entre tres ou mais celulas-filhas (Figu¬ 
ra 12.38C). Como conseqiiencia posterior, a ma segregagao resultante dos cromossomos em 
celulas-filhas pode levar a flutuagoes livres no numero de cromossomos e no cariotipo geral. 
Em uma pesquisa com 87 tumores diferentes, 81 apresentaram anormalidades no numero de 
centrossomos ou na microestrutura de centrossomos individuals; tais defeitos nunca foram 
encontrados em celulas normals utilizadas como controle nesses estudos. 


Parece que, uma vez que o aparato complexo desenhado para assegurar a segregagao apro- 
priada dos cromossomos foi danificado, tal dano e irreversi'vel. Por exemplo, como foi visto 
na Figura 12.35, a enorme variabilidade celula-celula no numero de copias do Cromossomo 
8 em certas celulas de cancer de mama indicou que a instabilidade cromossomica (CIN) 
persistiu nessas celulas muito apos a progressao de tumor ter se completado. A respeito disso, 
CIN difere dos ciclos de quebra-fusao-ponte (BFB) descritos anteriormente (Segao 10.4), 
pois parece atormentar os genomas de celulas cancerosas por uma janela temporal limitada 
durante a progressao de tumor e, entao, cessa, uma vez que essas celulas continuam a adquirir 
a telomerase e, portanto, estabilizar seus cariotipos. 


Recentemente, alguns dos defeitos moleculares que contribuem para varios tipos de instabi¬ 
lidade cromossomal vieram a tona. Nao surpreendentemente, a duplicagao dos centrossomos 
e proximamente coordenada com o avango do ciclo celular; ela parece ocorrer na ou proxima 
a transigao Gj/S. Mais especificamente, uma quantidade crescente de evidencias indica que a 
duplicagao dos centrossomos e coordenada de alguma forma pelo complexo das cinases de- 
pendentes de ciclina (CDK) contendo as ciclinas E e A (Segao 8.3). De forma provocativa, 
celulas de cultura primaria (i. e., aquelas que estiveram em cultura apenas por um curto 
pen'odo) nas quais a proteina E7 do papilomavirus humano (HPV) e expressa apresentam 
uma desregulagao no numero de centrossomos, o que leva, com frequencia, a centromeros 
supranumerarios (extra) alem dos dois que em geral estao presentes em celulas que tendem a 
entrar em mitose. 


Lembre-se que a oncoproteina E7 liga a pRb celular (a proteina do retinoblastoma), inativa- 
a funcionalmente e acelera sua degradagao (Segao 8.5). Significativamente, uma forma mu- 
tante da oncoproteina E7 de HPV que falha na ligagao a pRb tambem falha ao induzir o 
aparecimento de centrossomos extras. Juntas, essas linhas de evidencia sugerem que uma das 
conseqtiencias da perda da fungao de pRb e a desregulagao da duplicagao dos centrossomos. 
Ja que os centrossomos possuem um papel central na organizagao dos fusos mitoticos, essa 
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desregula 9 ao pode levar a flutuafoes dramaticas no niimero cromossomico. De fato, precisa- 
mente essa instabilidade cromossomica e observada em linhagens humanas de celulas de 
carcinoma cervical, sendo que quase todas estas expressam a regiao inicial do genoma de 
HPV, que carrega os genes que codificam as oncoprotei'nas virais E 6 e E7. 

Uma contribui^ao equivalente a aneuploidia pode ser feita pela protema E 6 do HPV e por 
outros agentes que interrompem a fun^ao de p53, ja que celulas que nao contam com os 
services dessa importante protema supressora de tumor parecem particularmente suscedveis 
a adquirirem genomas aneuploides. Assim, a oncoprotema E7 de HPV desestabiliza o nume- 
ro cromossomico, enquanto a protema E 6 , por meio de suas a 96 es na p53, faz com que a 
celula tolere quaisquer anormalidades cromossomicas que possam eventualmente surgir. Tam- 
bem em uma vasta gama de outros canceres humanos que nao sao causados por uma infec 9 ao 
viral, celulas que perderam a funq;ao de p53 por meio de outros mecanismos apresentam taxas 
relativamente altas de instabilidade cromossomica em seu niimero de cromossomos. As pre- 
cisas conexoes da sinaliza^ao entre a fun^ao de p53, pontos de verifica^ao da mitose e o 
monitoramento do niimero de cromossomos permanecem obscuras. 


Figura 12.38 Aparatos de mitose multipolar 
Em uma metafase normal de celulas em 
culture, as fibres do fuso mitotico, que sao 
compostas por microtiibulos, estendem-se 
dos dois centrossomos nos polos mitoticos 
ate os cinetocoros dos cromossomos - as 
estruturas proteinaceas associadas ao DNA 
cromossomal centromerico. (A) Nesta 
micrografia de fibroblasto de embriao de 
camundongo p53'^', a formagao de tres 
centrossomos resultou na formagao de urn 
arranjo trirradial dos fusos mitoticos, no 
qual as fibres do fuso foram imunocoradas 
em vermelho com urn anficorpo reativo com 
a e p-tubulina, ao passo que os 
aglomerados de cromossomos foram 
corados em azul com DAPI, urn corante de 
DNA. Os tres centrossomos sao vistos 
como pequenos pontos amarelos que 
foram imunocorados com urn corante 
reativo com y-tubulina. Observagoes como 
essa implicam p53 na regulagao do niimero 
de centrossomos. (B) A presenga de fusos 
multipolares e evidente nestas celulas 
humanas de carcinomas orais nas quais 
quatro centrossomos sao ativos. As fibres 
do fuso foram imunocoradas com urn 
anficorpo antitubulina (amareto). Os 
cinetocoros, imunocorados em vermelho, 
alinharam-se em uma placa metafasica 
maior e em outra menor. Regioes de 
sobreposigao entre o DNA cromossomal 
(corado em azul com o corante DAPI, nao- 
visivel) e as fibres do fuso aparecem em 
verde. (C) Aqui, na citocinese seguindo a 
telofase, tres celulas-filhas de carcinoma 
cervical da linhagem HeLa sao vistos sendo 
formados por meio da mitose de uma 
celula-mae cujos cromossomos 
complementares foram divididos. Os 
microtiibulos, incluindo os da fibre do fuso, 
foram corados em amarelo, e o DNA foi 
corado em purpura. A abscisao dessas 
celulas, ao termino da citocinese, nao 
precede de forma adequada. (A, de P 
Tarapore and K. Fukasawa, Oncogene 
21:6234-6240, 2002; B, de W.S. Saunders, 
M. Shuster, X. Fluang et al., Proc. Natl. 

Acad. Sol USA 97:303-308, 2000; C, de 
K.G.Murti, BioTechnIques, imagem datada 
de Outubro de 2004.) 


A inativagao da regulagao de pRb pode conferir vantagem proliferativa imediata em uma 
celula cancerosa incipiente infectada por HPV pela inativagao do controle que governa a 
passagem pela transigao do ponto-R (Segao 8.2). A longo prazo, vantagens adicionais podem 
acumular-se para as descendentes dessa celula, ja que o niimero de centrossomos se tornara 
desestabilizado, levando, por sua vez, a perturbagao dos fusos mitoticos e a resultante deses- 
tabilizagao do cariotipo. As alteragoes no niimero de cromossomos que se seguem podem 
originar uma constelagao de genes promotores e retardatarios do crescimento em proporgoes 
que aceleram a progressao de tumor. 
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Tabela 12.3 Genes mutados, metilados e superexpressos em celulas canoerosas que perturbam a estabilidade cromossomioa 


Gene 

Fungao do produto do gene 

Consequencia da alteragao em celulas cancerosas 

BUB1 

Ponto de verificagao da montagem do fuso 

Progressao por meio da mitose, mesmo na presenga de inibidores 
de microtubulos® 

/WAD7t> 

Ponto de verificagao da montagem do fuso 

Aneuploidia em grande escala 

MAD2^'^ 

Ponto de verificagao da montagem do fuso 

Entrada prematura na anafase^, aneuploidia 

Securina 

Uniao das cromatides irmas 

Nao-disjungao de cromossomos® 

ATM 

Segregagao cromossomica 

Transigao metafase-anafase defeituosa 

Aurora-A,-B,-C 

Separagao das cromatides na anafase 

Entrada prematura na anafase®' 

CHFR 

Ponto de verificagao da montagem do fuso 

Nao-disjungao, perda cromossomica® 

U-3-3C! 

Ponto de verificagao do dano ao DNA 

Segregagao de cromossomos nao-reparados 


® Inibidores de microtubules, como a colchicina e o nocodazol, bloqueiam a montagem das fibras do fuse mitotico. 

‘r Madt e Mad2 formam complexos no cinetocoro que previnem a separagao das cromatides ate que complexos com fibras do fuse tenham side apropriadamente 
formados. 

0 gene MAD2 e reprimido em nivel de transcrigao em diversos tumores solidos e esta frequentemente mutado em carcinomas gastricos. Camundongos que sao 
heterozigotos para o loco Mad2 (i. e., sao Mad2+tl desenvolvem cancer de pulmao em adultos. 

A entrada prematura na anafase pode levar a perda de cromossomos inteiros. 
rr A nao-disjungao e a falha na separagao das cromatides irmas na anafase. 


A grande complexidade da mitose levanta a questao de quanto esse processo esta sujeito a 
erro e de como muitas protemas regulatorias, incluindo protelnas de controle de pontos de 
verificagao, sao adequadas para monitorar a progressao dos varios passos da fase M. Analises 
geneticas em leveduras revelaram ate 100 genes e protei'nas distintas que estao envolvidos nos 
varios passos da montagem e dinamica do fuso mitotico, bem como na uniao e separagao dos 
cromossomos do fuso durante a mitose; mutagoes em muitos desses genes resultam em insta- 
bilidade cromossomica em leveduras. Muitas dessas protemas sao bastante conservadas evo- 
lutivamente, e seus homologos sao, provavelmente, componentes da maquinaria mitotica de 
mamfferos. 

Ate agora, apenas uma pequena porgao de tumores humanos foi identificada como possuin- 
do mutagoes nos homologos humanos de genes de levedura sabidamente envolvidos na mon¬ 
tagem das cromatides e na sua separagao durante a mitose. Alguns exemplos sao fornecidos 
na Tabela 12.3. As fungoes de alguns desses genes cn'ticos reguladores de mitose podem ser 
perdidas por meio da metilagao de seus promotores (Segao 7.8), mas isso permanece muito 
pouco documentado. Na verdade, apenas uma pequena proporgao do grande grupo de genes 
envolvidos nas fungoes mitoticas foi explorada para determinar se o funcionamento desses 
genes esta comprometido durante o curso da progressao de tumor. 

Um exemplo de tais genes de controle mitotico e o gene CHFR, que codifica uma protei'na de 
ponto de verificagao que normalmente previne o avango da profase para a metafase caso os 
microtubulos do fuso e os centrossomos nao estejam apropriadamente arranjados. O gene 
que codifica essa protema de ponto de verificagao, que em geral e expresso de forma ubi'qua 
em celulas humanas, foi encontrado completamente reprimido devido a metilagao de seu 
promotor em 3 de 8 linhagens celulares de cancer aleatoriamente escolhidas e em 7 de 37 
biopsias de cancer de pulmao. 

Outro regulador-chave da entrada na fase M e a protei'na 14-3-3C. Quando o DNA genomi- 
co e danificado, a p53 induz a si'ntese de 14-3-3C, que procede para manter complexos de 
ciclina B-Cdc2 no citoplasma (Segao 9.9); seqiiestrando esses complexos de ciclina-CDK, a 
14-3-3(T obtem sucesso no bloqueio a entrada na fase M, dessa forma deixando a mitose em 
suspensao ate que o DNA cromossomal danificado tenha sido reparado. O gene que codifica 
a protema 14-3-3(T tambem foi, com freqiiencia, encontrado metilado em canceres comuns, 
incluindo os de pulmao, mama, estomago e ffgado. A perda resultante de 14-3-3C pode, 
certamente, contribuir para a aneuploidia observada nesses tipos de celulas cancerosas. 

Esses dois exemplos, envolvendo as protemas CHFR e 14-3-3C, apenas iniciam o preenchi- 
mento de lacunas. Claramente existem muitos outros genes caretakers a serem descobertos, os 
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quais possuem papeis cn'ticos na estabiliza^ao de seqtiencias de DNA ou cariotipos e, 
assim, determinam se a progressao do tumor ira ocorrer lentamente ou proceder de for¬ 
ma acelerada. 


12.13 Sinopse e perspectivas 

A instabilidade genomica tern sido inerente a ciencia da vida desde que as primeiras celulas 
apareceram, ha 3,5 bilboes de anos. Nesse meio tempo, organismos vivos continuamente 
batalharam por um balan 9 o entre instabilidade genetica muito baixa ou em demasia em seus 
genomas. Se eles suprimissem muito severamente a taxa na qual as muta^oes se acumulavam, 
a evolufao darwiniana, que depende diretamente na gera 9 ao continuada de diversidade ge¬ 
netica, seria paralisada. Por outro lado, se eles permitissem que as taxas de muta^ao aumen- 
tassem demais, sua capacidade de reprodu^ao, e mesmo sua viabilidade, estariam seriamente 
comprometidas. O m'vel relativamente baixo de instabilidade genetica que opera em nossas 
celulas - especificamente aquelas da linhagem germinativa — representa um compromisso 
entre essas duas necessidades conflitantes. 

Esse balanfo entre muita e pouca instabilidade genetica nao precisa ser atingido nas celulas 
individuals de nossos tecidos somaticos. Nestes, qualquer instabilidade genetica — mutabili- 
dade, como ja nos referimos a ela — e indesejavel, ja que abre a porta para a neoplasia. Isso 
poderia parecer uma explica^ao de por que a evolu^ao teve de “trabalhar duro” para assegurar 
que os genomas de nossas celulas somaticas fossem tao estaveis. 

Miiltiplas camadas de mecanismos de defesa operam para manter as taxas de muta^ao soma- 
tica em mVeis extremamente baixos. Em m'vel biologico, elas sao personificadas pela organi- 
za^ao das celulas-tronco e da sua progenie diferenciada. Em m'vel bioqui'mico, um grupo de 
enzimas e uma variedade de especies qulmicas de baixo peso molecular sao empregadas para 
confrontar e neutralizar mutagenos antes que eles obtenham sucesso em atingir o genoma. E, 
caso seja infligido dano, os mutagenos escapem das defesas externas ou devido a erros na 
replica^ao do DNA, um grande grupo de enzimas de reparo do DNA - as caretakers - esta a 
espera, sempre alerta para aberra^oes estruturais na dupla helice e em seus nucleoti'deos. Com 
maior freqiiencia, essas enzimas lidam muito eficientemente com o dano sofrido e restauram 
o DNA a seu estado previo, apagando qualquer sinal de que o dano tenha existido. Alem 
disso, um complexo arranjo de protemas assegura que a mitose e a meiose ocorram apenas 
quando os cromossomos estao alinhados de forma apropriada na placa metafasica, manten- 
do, assim, o cariotipo euploide. 

A nossa percepfao do DNA e de sua afamada estabilidade e modificada por um entendimen- 
to dessas protemas caretakers e de seus multiplos papeis na manuten^ao do genoma. Ante- 
riormente, apresentamos o DNA como uma rocha solida, uma entidade imutavel na celula, 
uma ilha linica de estabilidade localizada entre incontaveis outras moleculas que sao constan- 
temente formadas e degradadas. Agora, entendemos que essa visao era simplista e ilusoria. 
Como todas as outras moleculas na celula, o DNA e vulneravel a muitos tipos de dano. Sua 
aparente estabilidade reflete nada mais do que um equib'brio dinamico, uma batalha em 
andamento entre as formas da ordem e do caos. Qualquer estabilidade que o DNA cromosso- 
mal exiba, e ela e consideravel, representa uma declara^ao surpreendente do arranjo elabora- 
do de caretakers que estao sempre em vigi'lia, prontos para consertar a mais diminuta lesao na 
dupla helice. 

As implicafoes disso para o cancer sao simples e claras: se a quebra da integridade genomica 
e um ingrediente essencial na forma^ao de tumores humanos, isso pode surgir prontamente 
do enfraquecimento da maquinaria de reparo sempre vigilante e de seus controladores. 

Nossos encontros iniciais com a quebra da estabilidade genomica vieram do Capi'tulo 9, no 
qual aprendemos que a proteina supressora de tumor p53 e ocasionalmente chamada “guar- 
dia do genoma”, ja que celulas que nao possuem a fun^ao de p53 adquirem uma serie de 
defeitos geneticos a uma taxa elevada. Em grande parte, tal mutabilidade aumentada, que 
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inclui alteragoes na seqiiencia de DNA, bem como mudangas no cariotipo, nao reflete o 
papel de p53 na manutengao direta do genoma. Em vez disso, a perda da fungao de p53 cria 
um ambiente que e permissivo para a sobrevivencia de celulas mutantes. Neste capi'tulo, 
modificamos nosso foco fazendo uma pergunta diferente, que foi alem da ativagao da p53: se 
a perda da p53 permite que celulas mutantes (e altamente mutaveis) sobrevivam, como, 
precisamente, as mutagoes adquiridas por tais celulas surgem pela primeira vez? 

Essas mutagoes ocorrem freqiientemente durante a progressao de tumor, e a elevada mutabi- 
lidade e cada vez mais aceita como um elemento essencial da patogenese do cancer. Confor- 
me mencionado no im'cio deste capi'tulo, de uma proposta feita em 1974, o abandono do 
estado altamente estavel do DNA e essencial para a formagao de canceres humanos. Essa 
proposta surgiu dos calculos das taxas nas quais as mutagoes se acumulavam em celulas nor¬ 
mals e em uma estimativa do numero de alteragoes geneticas necessarias para que o tumor 
progredisse e alcangasse a complegao. 

Sem essas taxas de mutagao aumentadas — era o que se pensava - os intervalos de tempo entre 
sucessoes clonais (veja a Segao 11.5) seriam muito maiores. Na realidade, as leituras dos 
capi'tulos anteriores, juntamente com este, sugeriram ao menos duas formas alternativas pelas 
quais a sucessao clonal poderia ser acelerada durante a progressao de multiplas etapas de um 
tumor. Promotores de tumor (incluindo processos endogenos, como inflamagao) podem com- 
primir o tempo entre duas sucessoes clonais; alternativamente, a aceleragao poderia ser alcan- 
gada pela desestabilizagao do genoma, como descrito neste capi'tulo. Devido ao fato de que 
esses dois processos em geral ocorrem concomitantemente, a modelagem matematica da pro¬ 
gressao tumoral torna-se muito diflcil. 

Agora entendemos que as analises matematicas de 1974 dependiam de tantas conjecturas 
quantitativas que a sua maior predigao representou pouco mais do que uma especulagao 
inspirada. Como quase sempre e o caso da biologia, as observagoes de sistemas vivos falavam 
mais alto do que a teorizagao. Durante as tres decadas que se seguiram, um conjunto diverso 
de observagoes experimentais forneceu um forte suporte, na verdade uma validagao, de tal 
especulagao. Agora sabemos que a instabilidade genetica esta muito bem-espalhada em can- 
ceres humanos. A evidencia acumulada indica que a desestabilizagao do genoma e um ingre- 
diente essencial na criagao de quase todas as celulas de tumores humanos que surgem no 
corpo humano. Na verdade, a instabilidade genetica e tao comum em tumores humanos que 
podemos inclui'-la entre um dos marcos do cancer — a lista de tratos celulares que, juntos, 
defmem virtualmente todos os outros tipos de malignidades. 

Anos apos a instabilidade genetica ser predita como possuindo um papel cn'tico na pro¬ 
gressao tumoral, houve uma descoberta biologica que pode fornecer suporte adicional 
para tal ideia. No capi'tulo anterior, lemos extensivamente sobre o papel de populagoes 
de celulas-tronco de tumores de mama que atuam, como celulas-tronco de tecidos nor¬ 
mals, populando massas tumorais com celulas neoplasicas de potencial replicative limi- 
tado (Segao 11.6). Outro trabalho estendeu esse paradigma para incluir tumores huma¬ 
nos de cerebro e gastrintestinais, e parece provavel que essas organizagoes hierarquicas de 
celulas-tronco e da progenie amplificadora transitoria estejam presences em muitos tipos 
de tumores humanos. 

Em muitos tumores, essas celulas similares a celulas-tronco constituem apenas uma pequena 
porgao da populagao geral de celulas cancerosas; ainda assim, elas parecem estar engajadas na 
transmissao do genoma celular do tumor - a linhagem germinativa do tumor — para as gera- 
goes futuras de celulas cancerosas. Como conseqiiencia, as mutagoes que dirigem a progres¬ 
sao de tumor nas mamas e no cerebro, e, possivelmente, em qualquer outro local, devem 
atacar os genomas dessas celulas relativamente raras. (Por outro lado, mutaqoes que atingem 
celulas, na massa tumoral, que nao sao celulas-tronco, principalmente as celulas amplificado- 
ras transitorias, nao irao, de forma geral, ser produtivas para a progressao tumoral, ja que tais 
celulas possuem um potencial replicativo limitado. Uma possi'vel excegao aqui podem ser 
aquelas mutagoes, se e que elas existem, que atingem celulas amplificadoras transitorias e 
conferem uma capacidade ilimitada de auto-renovagao a elas.) 
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Se a maior parte das muta^oes que contribuem para o desenvolvimento do cancer sao limita- 
das aquelas que atingem celulas-tronco, isso determina que a taxa de muta^ao efetiva (muta- 
^oes acumuladas por divisao celular) durante a progressao tumoral deve ser muito maior do 
que o imaginado previamente. Lembremo-nos de que calculos anteriores assumiram que 
todas as celulas pre-malignas em uma massa tumoral eram igualmente qualificadas, uma vez 
mutadas, a tornarem-se as progenitoras de novas celulas malignas, que seriam clones bastante 
evolui'dos (veja a Figura 11.12). 

Uma medida crua da extensao real da desestabiliza^ao genomica em celulas cancerosas e fornecida 
por observa 96 es de que, alem de seu papel normal na elimina^ao de cdulas mutantes, p53 tam- 
bem desempenha um papel direto de apoiar a manuten^ao genomica: cdulas negativas para p53 
parecem possuir um reparo por excisao de nucleotfdeos (NER) globalmente defectivo. Dada a 
ocorrmcia amplamente distribui'da da inativa^ao do gene p53 em quase metade de todos os tu- 
mores humanos e na desregula^ao da via da p53 na maioria dos restantes, isso sugere que uma alta 
percentagem de neoplasmas humanos nao possuem ao menos um tipo de NER. De maneira 
importante, essa perda parcial da capacidade de reparo provavelmente representa apenas um den- 
tre uma serie de outros defeitos na manuten^ao do genoma que as celulas negativas para p53 
adquirem durante sua longa marcha em dire^ao a malignidade. (Alem disso, evidencias acumula¬ 
das indicam que duas primas da p53, p63 e p73, que com freqiiencia colaboram com a p53 para 
formar complexos multi-subunidade de fatores de transcri^ao, tambem sao responsaveis pela in- 
dufao da expressao de genes que codificam certas protemas de reparo de DNA.) 

As altera^oes submicroscopicas na estrutura do genoma que sao criadas por BER e NER 
defectivas - demasiado pequenas para afetar o cariotipo de celulas cancerosas — sao compos- 
tas pelo embaralhamento generalizado da estrutura cromossomal, e, portanto, do cariotipo, 
encontrado em celulas da grande maioria dos tumores solidos. Na Se^ao 10.4, vimos que a 
erosao telomerica e a provavel responsavel por muita dessa instabilidade, devido a sua capa¬ 
cidade de desencadear ciclos de quebra-fusao-ponte. Ao mesmo tempo, aprendemos que esse 
caos cromossomal tambem contribui para que a progressao tumoral avance. 

Uma medida quantitativa da extensao desse caos e fornecida pela tecnica da hibridiza^ao 
genomica comparativa (CGH; Figura 11.20), que mede o mimero de copias de diferentes 
segmentos de DNA cromossomal e, assim, de bravos cromossomicos. Conforme mostrado 
na Figura 11.21, o genoma de um unico cancer de mama humano apresenta flutua^oes 
substanciais no mimero de copias de segmentos cromossomicos individuais; esses perfis CGFl 
variam dramaticamente de um tumor para outro. No entanto, essas excursoes de um mimero 
normal de copias nao sao aleatorias: quando os perfis de um grande mimero de canceres de 
mama independentemente analisados foram utilizados para o calculo de uma media, certas 
altera^oes recorrentes no mimero de copias de segmentos cromossomicos tornaram-se apa- 
rentes (Figura 12.39). Ja que tais altera^oes sao vistas em diversos tumores que surgiram 



I significativamente diferente do normal Q > 0,5 n, < - 0,5 n H > 4,0 n, < - 0,35 n 
extensao do aumento ou diminuigao de copias de genes 


Figura 12.39 Analise por hibridizagao 
genomica comparativa de genomas de 
cancer de mama 0 genoma de uma celuia 
de cancer de mama humano pode exibir 
flutuagoes no numero de copias de varies 
segmentos cromossomais e genes 
associados. A tecnica da hibridizagao 
genomica comparativa (CGFl) torna 
possivel comparar os numeros de copias 
de segmentos cromossomais reiacionados 
presentes no DNA humano normal (veja a 
Figura 11.20). A analise por CGFi de cada 
genoma de cancer de mama humano 
fornece um perfil distinto de ganhos e 
perdas; no entanto, uma media dos 
padroes de perfis de CGFl de um grande 
numero de canceres de mama, como 
mostrado aqui, reveia que ganhos e perdas 
de segmentos cromossomais particulares 
estao presentes em miiitiplos tumores e 
sao, por consequencia, recorrentes. A 
proporgao de tumores que demonstram 
varies graus de ampiificagao ou perda 
(ordenada) e analisada em fungao da 
distancia no genoma [abscissa], movendo- 
se para a direita do Cromossomo 1. As 
proporgoes dos canceres de mama 
apresentando um numero anormalmente 
grande de copias foram empregadas como 
valores positives, enquanto as proporgoes 
apresentando um numero anormalmente 
baixo de copias foram empregadas como 
valores negatives. As linhas verticals 
indicam limites cromossomais. Os valores 
mostrados em preto demonstram a 
proporgao de tumores nos quais o numero 
de copias de uma regiao cromossomica e 
significativamente diferente da media. Os 
valores mostrados em branco demonstram 
a proporgao de tumores nos quais o 
numero de copias e 50% maior ou menor 
do que a media. Os valores mostrados em 
vermelho representam frequencias de 
tumores para os quais o numero de copias 
e quatro vezes maior do que o da media (i. 
e., altamente amplificados) ou menos de 
35% da media (i. e., mais do que uma 
copia do genoma tumoral foi perdida). 
Neste caso, a "media” e o numero de 
copias esperado de um gene, dada a 
ploidia geral do genoma de cancer de 
mama que estava sendo estudado. Assim, 
segmentos dos Cromossomos 1 e 8 foram 
repetidamente enconfrados amplificados 
nesses canceres, ao passo que segmentos 
dos Cromossomos 8, 11,13, 16e17 
estavam frequentemente deletados. 
(Cortesia de K. Chen e J.W. Gray.) 
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independentemente, elas sao, presumivelmente, vantajosas para a proliferagao de celulas can- 
cerosas, mas ainda estamos longe de saber precisamente por que. 

A mutabilidade adquirida dos genomas de celulas cancerosas e uma “faca de dois gumes”, ja 
que coloca as celulas cancerosas em uma condigao de risco: os resultantes erros freqiientes na 
replicagao e na segregagao cromossomal tornam tais celulas especialmente vulneraveis a mor- 
te, devido a defeitos letais nao-reparados em seus genomas. De faro, e possiVel que muito da 
regressao de celulas cancerosas que ocorre durante cada geragao celular (veja a Figura 10.5) se 
deva as freqiientes catastrofes genomicas que sao incompati'veis com a continuagao da sobre- 
vivencia celular. Alem disso, celulas cancerosas podem ser expostas a um segundo perigo 
devido a seu aparato de reparo de DNA defectivo: elas podem ser especialmente suscetiVeis a 
certas formas de quimioterapia (Barra lateral 12.11). 

O fato de que celulas diploides cancerosas humanas podem ser criadas experimentalmente 
por meio da introdugao de um grupo especifico de genes clonados (Segao 11.12) indica que 
a miriade de alteragoes cromossomicas presentes em muitas celulas cancerosas nao e essencial 
para a proliferagao neoplasica se forem fornecidas as combinagoes apropriadas de elementos 
geneticos a uma celula, incluindo proto-oncogenes e genes supressores de tumor, ambos 
mutantes. Isso pode significar que apenas uma pequena proporgao das centenas de milhares 
de alteragoes presentes em muitos genomas de celulas cancerosas humanas realmente possui 
papel causal no processo da tumorogenese. Assim, podemos especular o seguinte: que a muta- 
gao de um pequeno mimero de genes controladores crlticos e uma forma de adquirir um fenotipo 
neoplasico; o embaralhamento de genomas, como revelado pela hibridizagao comparativa de ge¬ 
nomas, e outra. Uma combinagao das duas estrategias parece ser uma rota escolhida pela 
maioria das celulas de canceres humanos durante a progressao tumoral multiplas etapas. 

Ainda sabemos relativamente pouco sobre o momento durante a progressao de tumor multi¬ 
plas etapas no qual a mutabilidade aumentada e adquirida pela primeira vez. A desestabiliza- 


Barra lateral 12.11 Certas drogas quimioterapeuticas podem possuir to- 
xicidade seletiva para cdulas cancerosas que nao possuem sistemas de 
reparo de DNA competences Muitos tratamentos anticancer em desenvol¬ 
vimento aproveitam-se da incapacidade de muitos tipos de celulas cancero¬ 
sas de reparar apropriadamente ou manter seus genomas. A enzima PARPl 
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(poli[ADP-ribose] polimerase) facilita o reparo de DNA ligando-se a que- 
bras no DNA, atraindo, dessa forma, outras protemas de reparo. Camun- 
dongos Parpl'^' sao viaveis e ferteis, indicando sistemas de reparo de DNA 
redundantes; isso explica por que inibidores farmacoldgicos de PARP pos¬ 
suem pouco ou nenhum efeito em tecidos normals. 

Cdulas que nao possuem a fungao de BRCAl ou BRCA2 parecem 
sobreviver dependendo de PARP e seus colaboradores como sistema reser- 
va para manter seus genomas em algum nivel mi'nimo de integridade por 
meio de HDR. Esse tipo de reparo parece ser particularmente cn'tico na 
restauragao do genoma apos quebras acidentais que ocorrem nas forquilhas 
de replicagao durante a fase S (veja a Figura 12.10). Como conseqiiencia, 
celulas que nao possuem a fungao de BRCAl ou BRCA2 foram encontra- 
das como altamente sensiveis a morte por inibidores farmacoldgicos de 
PARPl (Figura 12.40). Ja que esses inibidores possuem relativamente pou¬ 
co efeito em celulas normals, derivativos qui'micos deles podem algum dia 
ser uteis como agentes citotdxicos altamente seletivos para o tratamento de 
tumores de mama que nao possuem as fimgoes tanto de BRCAl quanto de 
BRCA2. 


Figura 12.40 Morte de celulas negativas para BRCA2 por uma droga 
anti-PARP A dependencia de celulas de cancer de mama humanas que 
nao possuem BRCAl e BRCA2 em uma via de FIDR redundante 
mediada por PARP pode tornar essas celulas especialmente vulneraveis 
a morte por uma droga anti-PARP Aqui, celulas ES (tronco embrionarias) 
de camundongo de tres genotipos foram tratadas com KU0058948, um 
inibidor de PARP Enquanto as celulas ES BRCA2*^+ [azu!) e BRCA2+/- 
(verde) foram mortas apenas por concenfragbes muito altas da droga 
{abscissa), as celulas ES BRCA2-I- foram mortas pela droga em 
concentragbes ate mil vezes menores (vermelho). (De FI. Farmer, N. 
McCabe, C.J. Lorde t at, Nature 434:917-921,2005.) 
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fao genomica pode ocorrer cedo no desenvolvimento de alguns canceres e bastante tarde 
durante o desenvolvimento de outros. Por exemplo, a instabilidade cromossomica e freqiien- 
temente detectavel cedo na progressao de tumor de colon, ja estando presente em muitos 
polipos adenomatosos pequenos. A conseqiiencia imediata, podemos imaginar, e uma acele- 
ra^ao de muitos dos passos subseqiientes na progressao de carcinoma de colon. 

Esse cenario de instabilidade genetica parece criar um dilema logico. Quase todas as altera- 
^oes geneticas que ocorrem durante a progressao tumoral parecem conferir algum beneficio 
imediato para o crescimento ou sobrevivencia para as celulas que as adquiriram. Muitos dos 
capftulos anteriores deste livro documentaram as vantagens de crescimento especi'ficas resul- 
tantes de cada uma dessas altera^oes. Essa dinamica fez com que especulassemos que a pro¬ 
gressao tumoral e um processo analogo a evolu^ao darwiniana (Se^ao 11.5). Porem, ao con- 
trario de muitas caracten'sticas adquiridas por celulas cancerosas, a instabilidade genomica, 
uma vez adquirida por uma celula, nao fornece nenhuma recompensa - uma vantagem im- 
portante para prolifera^ao ou sobrevivencia. Em vez disso, a aquisi 9 ao desse tra 90 representa 
um investimento “a longo prazo”, ou seja, o beneficio sera obtido apenas por celulas descen- 
dentes distances dessa celula. 

Podemos entender tal vantagem a longo prazo da seguinte forma. Clones de celulas que 
adquiriram algumas das altera 96 es geneticas iniciais que levam ao cancer parecem surgir com 
grande freqiiencia ao longo dos tecidos no corpo. A vasta maioria dessas celulas permanece 
em um estado dormente, pre-maligno, por um perlodo correspondence a uma vida inteira, 
nao representando uma amea^a ou obstru^ao, ja que seus genomas estaveis impedem a aqui- 
si^ao de muta^oes adicionais que iriam tornar essas celulas clones realmente perigosas. Em 
uma ocasiao rara, porem, uma celula em um ou outro desses clones ja iniciados adquire uma 
altera^ao em um de seus genes caretakers. Agora, pela primeira vez, essa celula e seus descen- 
dentes tern a oportunidade de “jogar” com seus genomas, testando novas combina^oes de 
elementos geneticos e seqiiencias novas, algumas das quais irao permitir que a celula avance 
em dire^ao a longa estrada da progressao tumoral. 

Para ter certeza, agentes adicionais, incluindo promotores de tumor e mutagenos exogenos, 
aceleram mais a taxa na qual essa marcha ocorre. Novamente, a desestabiliza^ao adquirida de 
genomas parece desempenhar um papel crltico no desenvolvimento da maioria dos tumores 
humanos abrindo a porta para mudan^as geneticas. Em resumo, clones de celulas que serao 
cancerosas que adquirem a instabilidade genomica estao destinadas, ao longo do tempo, a 
prosperar, ao passo que suas parceiras, nao possuindo tal instabilidade, provavelmente per- 
manecerao intactas e indiferentes por decadas. 

Conforme aprendemos neste capi'tulo, uma variedade de si'ndromes familiais de cancer sao 
atribui'veis a heran^a de formas mutantes de genes que especificam importances componen- 
tes de seu aparato de reparo de DNA. A instabilidade genomica ou uma tendencia em dire- 
^ao a instabilidade genomica ja esta implantada nas celulas de tais indivi'duos geneticamente 
afetados. Nesses casos, a instabilidade genetica nao e um atributo adquirido - ao contrario da 
situa^ao que ocorre na maioria dos canceres humanos. 

Em algumas ocasioes, como em muitos dos subtipos de xeroderma pigmentoso (XP), ambas 
as copias de um gene cn'tico para o reparo de DNA sao herdadas na forma defectiva. Esse 
estado de nulizigosidade deixa todas as celulas da pele desprovidas de meios de lidar com a 
forma^ao de di'meros de pirimidina induzidos por UV. Em outros casos, como no cancer 
hereditario de colon sem polipose (HNPCC), um indivi'duo herda uma copia defectiva de 
um gene de reparo de pareamento erroneo, e a copia remanescente e entao descartada em 
varias celulas somaticas por meio de um evento de perda de heterozigosidade (LOH). 

As si'ndromes familiais de cancer que foram identificadas ate agora, incluindo aquelas envol- 
vendo defeitos herdaveis no reparo do DNA, refletem as a^oes de alelos de linhagem germi- 
nativa fortemente penetrances. Tais alelos asseguram que indivi'duos que os carregam irao, 
com grande probabilidade, manifestar sinais claros de doen^a em algum ponto de suas vidas. 
No entanto, as sindromes familiais conhecidas podem representar apenas a ponta de um iceberg 



522 / Capi'tulo 12 

MANUTENgAo DA Integridade GenOmica e o Desenvolvimento de Cancer 


muito grande. Entao, uma variedade menos penetrante dos alelos mutantes dos genes envol- 
vidos na manutengao do genoma podem estar espalhados no conjunto de genes humanos. 
Cada um desses alelos pode conferir um pequeno risco aumentado de cancer, mas tal aumen- 
to nao e claramente aparente ao estudarmos fami'lias e suas suscetibilidades a varies tipos de 
cancer. Como conseqiiencia, uma porgao significativa de muitos tipos de tumores humanos 
que ocorrem comumente, como cancer de mama, podem estar associados a heranga desses 
alelos de linhagem germinativa ainda desconhecidos. 

Nosso pensamento acerca de smdromes familiais de cancer associadas a heranga de genes 
caretakers defectivos e confundido por um grande misterio: a maioria dessas doengas envolve 
apenas um limitado grupo de tecidos no corpo, apesar de termos motivos para acreditar que 
a atuagao de caretakers afetados seja necessaria de forma ubiqua. Por que, por exemplo, defei- 
tos herdados de pareamento erroneo possuem forte preferencia por causar tumores no trato 
intestinal? O quebra-cabegas e ainda mais complexo no caso do cancer de mama. De acordo 
com uma estimativa, defeitos herdados em ate sete genes que estao envolvidos, direta ou 
indiretamente, na manutengao da integridade genomica geram riscos substancialmente au- 
mentados de tumores de mama em humanos. Tais genes incluem BRCAl e BRCA2, dois 
genes que codificam protelnas associadas a BRCAl {BARDl e BACHl), CHK2, p53 e.ATM 
(que especifica um dos sensores de cinase que ativa o alarme da p53 apos o dano ao DNA; 
Segao 9.6). 

Obviamente, essa nao e a primeira vez que nos deparamos com um “quebra-cabega” 
desse tipo. Lembre-se, por exemplo, do comportamento de alelos mutantes herdados do 
gene do retinoblastoma, Rh. Tal gene especifica uma proteina, pRb, que parece atuar em 
quase todos os tipos celulares do corpo como a reguladora cn'tica do avango por meio do 
ciclo celular; criangas que herdaram alelos defectivos de Rb sao predispostas, peculiar- 
mente, a raros tumores nos olhos quando sao muito jovens e a tumores osseos quando 
adolescentes (Segoes 7.3 a 7.5). 

Ate agora, nossas percepgoes sobre os genes que sao responsaveis pela manutengao do geno¬ 
ma de mamiferos foram forjadas grandemente pela genetica de bacterias e leveduras. Tais 
disciplinas identificaram uma variedade de genes que sao essenciais para a manutengao do 
genoma nesses microbios e, por extensao, em nossos genomas tambem. Por exemplo, a logica 
entre a genetica de fungos, a descoberta de genes de reparo de pareamento erroneo nestes e a 
slndrome HNPCC levaram a rapida enumeragao de seis genes humanos e proteinas que sao 
responsaveis por esse tipo de manutengao genomica (veja a Barra lateral 12.8). 

Essas duas linhas de genetica de microbios podem ter conectado apenas uma porgao dos 
genes no genoma humano que sao responsaveis pela manutengao de sua integridade. O quao 
grande, porem, e o universo dos genes caretakers humanos e protelnas? O seqiienciamento do 
genoma de levedura comegou a dar uma pista para tal numero. Estimativas recentes indicam 
que esse genoma consiste em aproximadamente 5.600 genes distintos. Destes, 153 sao clas- 
sificados como estando envolvidos na replicagao e reparo de DNA, enquanto 88 parecem 
estar envolvidos exclusivamente com o reparo. O fato de que muitos dos genes encontrados 
neste capltulo sao invengoes de metazoarios sugere que o tamanho do conjunto de genes 
humanos envolvidos nesses processes seja muito maior. De fato, em 2001, mais de 130 genes 
de reparo de DNA ja haviam sido identificados no genoma humano; em 2004, o numero se 
aproximava de 150. Os genes e protelnas que desempenham papeis crlticos na manutengao 
do genoma e na supressao do cancer estao sendo continuamente descobertos, alguns em 
locals muito inesperados (Barra lateral 12.12). 

Defeitos na maquinaria que protege o genoma de dano serao, algum dia, explorados com 
interesse oncologico para o desenvolvimento de quimioterapias anticancer novas e alta- 
mente efetivas. Por exemplo, na Barra lateral 12.5, lemos que nlveis de certas enzimas 
detoxificantes, como a glutationa-S-transferase (GST), provavelmente influenciam a res- 
ponsividade do tumor de um paciente a varios tratamentos quimioterapicos, detoxifi- 
cando as moleculas quimioterapeuticas antes de elas possulrem uma chance de atacar 
sens alvos desejados. 



SiNOPSE E PERSPECTIVAS / 523 


Barra lateral 12.12 As histonas atuam na redu 9 ao do risco a cancer 
For muitas decadas, as histonas e os nucleossomos que elas formam 
foram tratados como componentes estruturais estaticos da cromati- 
na que servem para empacotar e compactar o DNA cromossomico. 
A partir de 1990, tornou-se claro que a modifica^ao covalente de 
histonas e critica para tornar regioes da cromatina mais ou menos 
hospitaleiras para a transcri^ao. Ainda mais recentemente, as histo¬ 
nas foram descobertas como desempenhando um papel dinamico 
no reparo de DNA. H2AX e uma variante da histona abundante 
H2A que esta presente em virtualmente todos os nucleossomos. A 
H2AX constitui 15% das histonas similares a H2A e substitui a H2A 
em cromossomos esparsos ao longo da cromatina. Quando uma 
quebra dupla-fita de DNA e mantida em uma fita de DNA cromos¬ 
somico, moleculas de H2AX (mas nao de outras histonas) tornam- 
se fosforiladas, principalmente pelas cinases ATM e ATR, em um 
resi'duo especi'fico de serina localizado quatro reslduos de aminoaci- 
dos da extremidade carboxiterminal dessas moleculas; tal H2AX 
fosforilada e observada em uma grande regiao cromossomica (en- 
volvendo ate duas megabases de DNA) flanqueando a quebra (Fi- 
gura 12.41). (Essas duas cinases tambem sao responsaveis por fosfo- 
rilarem e, assim, mobilizarem p53; Figura 9.13.) A H2AX fosforila¬ 



da resultante (algumas vezes chamada Y-H2AX) serve para atrair pro- 
temas de reparo de DNA, como BRCAl e NBSl, bem como ao 
menos quatro outras proteinas que auxiliam na tarefa de re-jun^ao 
de extremidades de DNA (veja tambem a Figura 2.30). 

Camundongos que perderam o gene 1-12AX (devido a inativa^ao 
desse gene na linhagem germinativa de camundongo) sao viaveis, mas 
possuem crescimento diminui'do. Suas celulas sao incapazes de execu- 
tar o reparo dirigido por homologia (Se^ao 12.10) e sao propensas a 
acumular cromossomos estruturalmente anormais. Camundongos que 
nao possuem as proteinas H2AX e p53 sao altamente suscetiveis tanto 
a tumores hematopoieticos como a solidos. Mesmo camundongos que 
nao possuem uma copia do gene H2AX no contexto da deficitocia da 
p53 apresentam taxas significativamente aumentadas de linfomas. 

Essas respostas ilustram o quao altamente complexos sao os proces- 
so de reparo de DNA, e tambem como defeitos em quaisquer de sens 
componentes individuals - muitos ainda nao identificados - abrem a 
porta para o aparecimento de cancer. Provocativamente, o gene huma- 
no H2AX foi mapeado em uma regiao cromossomica que freqiiente- 
mente sofre perda de heterozigosidade e/ou dele^ao, criando a possibi- 
lidade de que esse gene e a histona codificada sejam com freqiiencia 
desligados por celulas humanas em rota para a malignidade. 


Figura 12.41 Y-FI2AX e quebras dupla-fita no DNA A criagao de 
quebras dupla-fita no DNA por varios mecanismos resulta na 
fosforilagao da histona H2AX (uma forma variante da histona 
FI2A), resultando na Y-FI2AX. Como FI2A, FI2AX participa na 
formagao dos nucleossomos. Regioes do cromossomo que 
flanqueiam a quebra dsDNA e podem compreender ate uma 
megabase de DNA sao encontradas por carregarem y-H 2AX (veja 
tambem a Figura 12.SOB). Na ausencia de FI2AX, proteinas 
criticas para o reparo de DNA, incluindo Nbsl e Brcal, falham no 
recrutamento para o local da quebra dsDNA. Na imagem 
mostrada aqui, celulas do cervideo muntjac indiano, utilizadas 
devido ao seu baixo numero de cromossomos, foram irradiadas 
com uma dose pequena (0,6 Gy) de raios X. Celulas em anafase 
tardia foram entao coradas para Y-FI2AX {amarelo, verde, setas) e 
para DNA cromossomico {vermelho). Os contornos das celulas em 
divisao podem ser vistos em azul. Note a coloragao de Y-F12AX 
nas extremidades rompidas de um cromossomo. (De E.R 
Rogakou, C. Boon, C. Redon and W.M. Bonner, J. Cell Biol. 
146:905-916, 1999.) 


Enzimas de reparo de DNA tambem influenciam, provavelmente, a eficacia de regimes qui- 
mioterapeuticos. Pegue, por exemplo, a enzima DNA alquiltransferase (MGMT; Segao 12.8). 
Conforme lemos anteriormente, tumores colorretais e gliomas freqiientemente utilizam a 
metilagao de promotores para interromper a expressao dessa enzima; sua perda parece permi- 
tir que seus genomas ganhem mutabilidade aumentada, ja que eventos de alquilagao podem 
ocorrer com freqiiencia na vida de uma cdula como subprodutos das agoes de moleculas 
como S-adenosilmetionina (SAM). Muitos agentes quimioterapicos tambem agem por meio 
de sua capacidade de alquilar bases guanina no DNA - precisamente a modificagao que e 
revertida pela enzima MGMT. De fato, camundongos geneticamente privados dessa enzima 
sao hipersensiVeis a m'veis bastante baixos desses agentes alquilantes quimioterapeuticos e 
podem morrer ou envelhecer prematuramente apos a exposigao; por outro lado, camun¬ 
dongos que superexpressam MGMT sao resistentes aos efeitos dessas drogas. Isso sugere 
que, no futuro, o interesse dos oncologistas no tratamento de tumores como gliomas e 
canceres colorretais ira verificar os m'veis de MGMT expresses pelas celulas tumorais 
para escolher as formas mais efetivas de quimioterapia. 
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Essa area na pesquisa do cancer tambem esta exercendo um efeito profundo em nosso conhe- 
cimento de outro processo biologico, aparentemente nao-relacionado, o envelhecimento. Ao 
menos dez si'ndromes distintas de envelhecimento precoce - diferentes formas de progeria — 
tern sido ligadas a defeitos herdados em um ou outro componente do sistema de reparo de 
DNA. Indivi'duos que sofrem de tais si'ndromes com freqiiencia apresentam muitos dos feno- 
tipos do envelhecimento quando atingem a adolescencia. Esses efeitos clmicos do reparo 
defectivo de DNA fornecem evidencias convincentes de que muito do processo natural de 
envelhecimento sera um dia tragado ate os danos geneticos que acumulamos em nossas celu- 
las ao longo da vida. Conseqiientemente, o cancer e o envelhecimento podem ser descober- 
tos compartilhando uma raiz comum - a deterioragao progressiva de nossos genomas confor- 
me ficamos mais velhos. Tanto o desenvolvimento de cancer quanto o envelhecimento po¬ 
dem, um dia, ser evitados por tratamentos e estilos de vida que protegem nossos genomas dos 
ataques sucessivos que eles sofrem, decada apos decada, dentro de nossas celulas. 


Conceitos-chave 

• A integridade estrutural, e, portanto, a baixa mutabilidade do DNA, dependem de um 
grande e complexo grupo de mecanismos biologicos e bioqui'micos que trabalha para 
assegurar que mutagoes somaticas acumulem-se a taxas muito baixas nos tecidos. 

• Alguns dos mecanismos dependem da organizagao dos tecidos, nos quais as celulas que 
vivem mais (as celulas-tronco) sao protegidas do dano genetico, ao passo que as celulas de 
vida curta (as celulas amplificadoras transitorias e as celulas diferenciadas) sao vulneraveis 
a apresentarem tais danos, mas sao logo descartadas. 

• Bases incorporadas erroneamente geradas por erros na replicagao do DNA podem contribuir 
para o fardo do aciimulo de mutagoes. Os mimeros dessas alteragoes sao mantidos baixos pelas 
baixas taxas de erro das DNA polimerases, juntamente com um arranjo de protemas correto- 
ras de erro, como aquelas envolvidas no reparo de pareamento erroneo. Defeitos herdados nas 
protemas de reparo de pareamento erroneo podem levar a suscetibilidade aumentada a certos 
tipos de cancer, principalmente cancer hereditario de colon sem polipose. 

• Genomas celulares estao sob ataque constante por uma variedade de moleculas quimica- 
mente reativas, muitas das quais derivam do processo celular da fosforilagao oxidativa e 
das especies reativas de oxigenio que sao geradas como subprodutos desse processo. Os 
genomas celulares tambem podem softer alteragoes quimicas espontaneas, que afetam as 
bases do DNA a uma taxa baixa, porem significativa. 

• Alem disso, o DNA genomico de celulas pode ser atacado por moleculas mutagenicas de 
origem externa. Tais xenobioticos e sens derivatives quimicamente reativos podem vir de 
poluentes e, principalmente, de alimentos comumente consumidos. 

• As celulas tentam detoxificar muitos desses compostos antes que eles possam atacar o 
DNA genomico. Porem, os subprodutos dessas reagoes podem ser, na realidade, ainda 
mais reativos e mutagenicos do que as especies moleculares inicialmente introduzidas. 

• Se o ataque de agentes mutagenicos obtem sucesso em danificar o DNA, um grupo ela- 
borado de protemas envolvidas no reparo por excisao de bases e no reparo por excisao de 
nucleotideos fica a espera para remover a grande maioria das bases danificadas. Defeitos 
herdados nas protemas do reparo por excisao de bases podem levar a suscetibilidade ao 
cancer — especialmente ao xeroderma pigmentoso. 

• Outros tipos de danos ao DNA incluem quebras dupla-fita no DNA, que podem ser criadas 
por raios X ou, mais comumente, pela quebra do DNA nas forquiUias de replicagao. 

• Quebras dupla-fita no DNA podem ser reparadas na fase G1 do ciclo celular pela uniao 
de extremidades nao-homologas ou nas fases S e G2 pelo reparo dependente de homolo- 
gia. Defeitos herdados no reparo do DNA dupla-fita podem explicar a suscetibilidade a 
canceres de mama e ovario entre pacientes que herdaram alelos mutantes de linhagem 
germinativa de BRCAl ou BRCA2. 

• Os genomas podem ser embaralhados por mecanismos que afetam o cariotipo das celu¬ 
las. Uma classe de tais alteragoes inclui aquelas que afetam a estrutura cromossomica, 
incluindo as translocagoes que sao criadas pela fusao de bragos cromossomicos nao-rela- 
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cionados uns aos outros. Tais fusoes parecem ser comumente desencadeadas por telome- 
ros erodidos ou por quebras dupla-fita no DNA. 

• Altera^oes no niimero cromossomico tambem sao comuns em genomas de celulas cance- 
rosas que parecem facilitar a acumula^ao de genes em propor^oes que favorecem a proli- 
fera 9 ao e sobrevivencia dessas celulas neoplasicas. Muitas dessas altera^oes derivam de 
defeitos no aparato mitotico e seus reguladores, principalmente os centrossomos. 

• Sem uma quebra dos varios mecanismos que sao responsaveis por manter a integridade 
do genoma, e provavel que a taxa de muta^ao seja bastante lenta, de forma que genomas 
celulares acumulem-se para constituir as mudan^as geneticas necessarias para que a pro- 
gressao tumoral adquira comple^ao. 


Questoes elaboradas 


1. Que tipos de evidencias sugerem que altera^oes no cariotipo 
dos genomas celulares nao sao absolutamente essenciais para a 
transformaQo neoplasica? 

2. Ao calcularmos as taxas de muta 9 ao requeridas para que a pro- 
gressao tumoral multiplas etapas alcance compleQo, que para- 
metros devemos saber para que tal calculo descreva corretamente 
o verdadeiro processo biologico? 

3. Como o nosso entendimento dos processos defectivos no repa- 
ro de DNA em celulas tumorais torna possi'vel o desenvolvi- 
mento de novas estrategias terapeuticas anticancer? 

4. De que maneiras a defectividade na fun^ao da p53 e os defeitos 
resultantes na apoptose e reparo de DNA facilitam a marcha 
em dire^ao a progressao tumoral? 

5. Que tipos de promo^ao de tumor, conforme descritos no Capi- 
tulo 11, favorecem a evolu^ao genetica de clones celulares pre- 
malignos? 


6. Que evidencia implica compostos mutagenicos originados fora 
do corpo na patogenese de canceres humanos? Como alguem 
pode quantificar sua contribui 9 ao para a carcinogenese huma- 
na, comparada com a dos mutagenos e processos mutagenicos 
de origem endogena? 

7. Como os defeitos em varios pontos de verifica^ao do ciclo celu- 
lar permitem taxas aceleradas de aciimulo de muta^oes? 

8. Como as propriedades biologicas das celulas-tronco reduzem a 
taxa na qual os tecidos acumulam genes mutantes? 

9. Como a existencia de celulas-tronco cancerosas afeta o calculo 
da taxa na qual muta^oes podem ser acumuladas para permitir 
o avan^o da progressao tumoral multiplas etapas? 

10. Como a heterogeneidade genetica do conjunto de genes huma¬ 
nos afeta o funcionamento de varios tipos de defesas biologicas 
que foram erguidas para prevenir o aciimulo de alelos mutantes 
em celulas somaticas humanas? 
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Capitulo 13 

O Di£ogo Substitui o 
Monologo: Intera^es 
Heterotipicas e a Biologia 
da Angiogenese 


“Ideias simples sao erradas. Ideias complicadas sao inacessi'veis.” 

Paul Valery, poeta, 1942 


U m simples e potente paradigma conceitual difunde-se na maioria das discussoes anterio- 
res deste livro: cancer e uma doen^a das celulas, e os fenotipos de celulas cancen'genas 
podem ser compreendidos pelo exame de genes e protei'nas dentro delas. A origem dessa ideia 
esta clara, sendo rastreavel diretamente de volta para genetica de bacterias e leveduras. Essas 
duas especialidades de pesquisa dveram sucesso em fun^ao de que foram bem servidas pelo 
postulado de que o genotipo celular determina todos os aspectos de um fenotipo celular. 
De faro, foi comprovado que virtualmente todos os atributos de celulas individuals bacte- 
rianas e de levedura derivam diretamente dos genes que esses microrganismos carregam 
em seus genomas. 

A aplica^ao desse conceito a metazoarios e seus tecidos teve vantagens obvias para os 
biologos. Organismos metazoarios sao complexos quase que alem das medidas, e sua 
complexidade tern freqiientemente prevenido pesquisadores de extrair simples e incon- 
testaveis verdades sobre a fun^ao do organismo. Em resposta, muitos pesquisadores, no- 
tavelmente biologistas moleculares, biologistas celulares e bioquimicos, adotaram a cren^a 
da ciencia reducionista: quando trabalhando com sistemas complexos, a melhor maneira 
de se chegar a conclusoes solidas e rigorosas e dividir esses sistemas em componentes 
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mais simples e mais plausi'veis e estudar cada um separadamente. Enquanto as ligoes 
aprendidas podem relatar somente uma pequena parte de um grande sistema, pelo me- 
nos elas sao solidas e definitivas e nao requerem uma revisao substancial a cada vez que 
uma nova gera^ao de pesquisadores revisitam esses sistemas complexes e as partes que os 
compoem. 

Tal reducionismo permitiu que diversas areas da pesquisa do cancer obtivessem sucesso. Pro- 
va disso e o progresso descrito nos capi'tulos anteriores deste livro: quando o primeiro proto¬ 
oncogene foi descoberto no terceiro quarto do seculo XX (Se^ao 3.9), quase nada era sabido 
sobre genetica e biologia molecular do cancer. Ao final do seculo, informagoes sobre como os 
canceres iniciam e progridem ate estados altamente agressivos e malignos estavam dispom'- 
veis em abundancia. Muito desta avalanche de informa^oes surgiu de levar o paradigma de 
reducionismo ao seu limite — desmontando tecidos normais e neoplasicos em componentes 
celulares e celulas em moleculas componentes. 

Como mencionado anteriormente, o pacto do reducionista adotado por diversos estudiosos 
da comunidade da pesquisa do cancer tratou o cancer como um processo autonomo celular: 
todos os atributos das celulas cancerosas podem ser compreendidos em termos de genes que 
essas celulas carregam. Na verdade, ainda havia uma outra nogao encrustada em seus pensa- 
mentos: todos os tragos de um tumor podem ser rastreados diretamente de volta ao compor- 
tamento individual de celulas cancerosas dentro de uma massa tumoral. 

No final do seculo XX, tornou-se muito claro que muitas das caracten'sticas dos tumores nao 
poderiam de fato ser rastreadas diretamente de volta para as celulas cancerosas individuals e 
para os genes que elas carregam. As grandes simplifica^oes combinadas por pesquisadores de 
cancer uma gera^ao anterior come^aram a perder sua utilidade. Cada vez mais as evidencias 
mostraram que, na verdade, o cancer e uma doen^a dos tecidos, em particular os tecidos 
complexes que chamamos de tumores. 

A maneira de pensar dos reducionistas negou certas realidades que oncologistas ch'nicos e 
patologistas confrontavam rotineiramente, ou seja, que carcinomas - que constituem mais 
de 80% das explosoes de canceres em humanos - derivam de tecidos epiteliais de estrutura 
microscopica muito complexa. As caracterizagoes histopatologicas desses tumores epiteliais 
revelaram que eles sao compostos de varies tipos celulares distintos. De fato, mesmo analises 
precipitadas sob o microscopio indicam que a maioria dos carcinomas e tao complexa histo- 
logicamente quanto os tecidos epiteliais normais dos quais se desenvolveram; exemplos dessa 
complexidade podem ser vistos na Figura 13.1. Em alguns cases de ocorrencia comum de 
carcinomas, como os de mama, colon, estomago e pancreas, as celulas nao-neoplasicas que 
constituem o estroma do tumor podem possuir ate 90% dessas celulas em uma massa tumo¬ 
ral. Uma versao extrema disso e apresentada por celulas de outro tipo de tumor solido — 
doen 9 a de Hodgkin, um linfoma no qual as celulas nao-neoplasicas representam 99% das 
celulas da massa tumoral (Figura 13.2). 

Nosso primeiro instinto e rejeitar essas celulas nao-neoplasicas como contaminantes que des- 
viam a aten^ao, que confundem em vez de esclarecer a tentativa de entender a biologia dos 
tumores. Fazer isso agora parece bastante nao-inteligente. Resultados de pesquisas recentes 
tornam claro que celulas nao-neoplasicas, notavelmente celulas estromais de carcinomas, sao 
ativas, de fato colaboradores essenciais das celulas epiteliais neoplasicas de uma massa tumo¬ 
ral, tendo sido recrutadas e entao exploradas pelas celulas cancerosas. A biologia dessas celu¬ 
las recrutadas agora aparenta ser quase tao importante quanto a das celulas neoplasicas na 
permissao do crescimento de tumores. 

Isso quer dizer que a doenga do cancer e mais do que celulas cancerosas conversando entre 
elas em monologos sem fim. Sabemos, do contrario, que na maioria dos tumores as celulas 
neoplasicas estao em constante comunica^ao com seus vizinhos nao-neoplasicos. Neste capl- 
tulo, focamos nossas discussoes especificamente em carcinomas, nos quais as intera^oes de 
celulas neoplasicas e nao-neoplasicas nos tumores sao muito melhor compreendidas do que 
muitos outros tipos de cancer que afetam os humanos. 
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Figura 13.1 Componentes do estroma em 
inumeros carcinomas que ocorrem com 
frequencia Lima variedade de carcinomas 
comuns contem significativas proporgoes 
tanto de celuias cancerosas epiteliais como 
de celuias recrutadas do estroma. Isso e 
aparente nos carcinomas mostrados aqui. 
(A) Carcinoma de ducto de mama invasivo 
de alto grau, no qual as membranas (setas) 
das celuias epiteliais sao coradas de 
marrom, enquanto o nucleo das celuias 
estromais sao azul-claro. (B) Carcinoma de 
colon (/ado direito) e mucosa normal do 
colon (N, lado esquerdo) no qual o estroma 
associado ao tumor (TAS, direito) esta 
imunocorado de marrom-escuro por PINCH 
(uma protelna associada a porgao caudal 
citoplasmatica das integrinas), enquanto o 
nucleo das celuias cancerosas epiteliais 
revestindo internamente os ductos sao azul- 
claro. (C) Carcinoma lobular in situ da 
mama mostrando pequenos agrupamentos 
de celuias cancerosas {azul-claro, seta) 
circundados por finas camadas dos 
fibroblastos do estroma que foi 
imunocorado pelo antigeno PINCH 
(marrom-escuro). (D) Adenocarcinoma do 
estomago no qual as celuias cancerosas 
(roxo, inferior a esquerda) sao adjacentes 
ao extensivo estroma, o qual foi corado 
para colageno (azul). (A, de A. Gupta, C.G. 
Deshpande e S. Badve, Cancer 97: 2341- 
2347, 2003; B e C, de J. Wang-Rodriguez, 
A.D Dreilinger, G.M Alsharabi e A. Rearden, 
Cancer 95:1387-1395, 2002; D, de S. Ohno, 
M. Tachibana, T. Fuji! et at, Int. J. Cancer 
97: nO-lTA, 2002.) 



Figura 13.2 Celuias neoplasicas raras no 
linfoma de Hodgkin Celuias normals, nao- 
neoplasicas, podem constituir a maioria das 
celuias vivas em uma massa tumoral. Uma 
forma extrema disso e ilustrada aqui pela 
doenga de Hodgkin, urn linfoma no qual 99% 
das celuias sao linfocifos normals recrutados 
que circundam uma rara celula neoplasica 
Reed-Sternberg (seta). (De A.T. Skarin, Atlas 
of Diagnostic Oncology, 3rd ed. Philadelphia: 
Elsevier Science Ltd., 2003.) 
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13.1 Tecidos epiteliais normals e neoplasicos sao formados a 
partir de tipos celulares interdependentes 

A verdadeira complexidade do estroma de canceres epiteliais torna-se aparente somente a 
uma alta magnitude sob o microscopio. Alem de celulas neoplasicas do epitelio (i. e., carcino¬ 
ma), alguns tipos de celulas estromais habitam o carcinoma. Essas celulas estromais incluem 
fibroblastos, miofibroblastos, celulas endoteliais, pericitos, celulas da musculatura lisa, adi- 
pocitos, macrofagos, linfocitos e mastocitos (Figura 13.3: veja tambem a Segao 13.3). Em 
fun^ao de que alguns desses tipos celulares constituem somente uma pequena propor^ao do 
estroma de certos tumores, sua presen 9 a torna-se aparente apenas por meio do uso de imuno- 
colora^ao com anticorpos que se ligam a anti'genos especi'ficos de tipos celulares. 

Os diversos tipos de celulas estromais de um tumor sao todos membros de diversas linhagens 
celulares mesenquimais que geram tan to os tecidos conjuntivos como varios tipos de celulas 
imunes nos tecidos sangiilneo e imune e, portanto, sao biologicamente muito diferentes das 
celulas epiteliais cuja transformagao direciona para o crescimento de carcinomas. (No caso de 
tumores nao-epiteliais como sarcomas, em que as proprias celulas cancerosas sao de origem 
mesenquimal, as barreiras entre os compartimentos celulares malignos e as celulas nao-ma- 
lignas de uma massa tumoral sao menos facilmente defmidos.) 



Figura 13.3 Uma variedade de tipos ceiuiares distintos no estroma 
de carcinomas Varios anticorpos podem ser usados para 
imunocorar tipos ceiuiares mesenquimais especificos no estroma de 
carcinomas. (A) Linfocitos T CD4 antigeno-positivo (marrom) sao 
aparentes no estroma de um carcinoma pulmonar de celulas nao- 
pequenas (NSCLC). 0 estroma de celulas escamosas da cavidade 
oral, faringe e laringe, podem confer (B) fibrdcitos CD34 antfgeno- 
positivos (marrom), (C) celulas de mastocitos GD117 antigeno- 
positivas (marrom) e (D) miofibroblastos do musculo liso a actina- 
positivos (marrom). (E) 0 estroma de um carcinoma do ducto de 
mama/n situ (DCIS) mostra fibroblastos PINCH antigeno-positivos 
(marrom-escuro] veja a Figura 13.IB) arranjados em um anel 


imediatamente ao redor do carcinoma (seta), o qual e circundado, 
por sua vez, por adipocitos (extremidades em azul-claro). (F) 
Monocitos, os precursores dos macrofagos, podem ser detectados por 
meio da apresentagao do antigeno CD11b+ neste adenocarcinoma do 
colorretal humano. As celulas cancerosas epiteliais (azul-claro) formam 
um ducto, delineado acima, no lado esquerdo superior. (A, de 0. 
Wakabayashi, K. Yamazaki, S. Oizumi et al., Cancer Sol. 94:1003-1009, 
2003; B, C, and D, de RJ. Barth, T. Schenck zu Schweinsberg, A. 
Ramaswamy and R. Moll, Virchows Arch. 444:231-234, 2004; E, de J. 
Wang-Rodriguez, A.D. Dreilinger, G. M. Alsharabi and A. Rearden, 
Cancer 95; 1387-1395, 2002; F, de E. Barbera-Guillem, J.K. Nyhus, C.C. 
Wolford et al., Cancer Res. 62;7042-7049, 2002.) 
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Na ausencia de outra informa^ao, podemos explicar a presen^a desses varies tipos de celulas 
estromais de um carcinoma de duas maneiras. Elas podem representar remanescentes de 
celulas que residem no estroma de um tecido antes de iniciar o desenvolvimento tumoral. 
Durante subseqiiente expansao de uma popula^ao celular tumoral, grupos de celulas cance- 
rfgenas podem ter se inserido entre essas camadas de celulas estromais normais preexistentes, 
gerando entao tecidos de textura rica que sao vistos quando a maioria dos carcinomas que sao 
examinados microscopicamente. 

A explica^ao alternativa para a presen^a dessas imimeras celulas estromais e mais intrigante e 
e provavelmente a mais correta para a grande maioria dos tumores. O racioci'nio por tras 
desse segundo modelo depende do nosso entendimento atual de como tecidos normais com 
arquitetura complexa mantem sua estrutura e fun^ao. Em tais tecidos, as propor^oes adequa- 
das de varies componentes celulares devem depender da troca contmua de sinais entre eles. 
Essas interafoes envolvem miiltiplos tipos celulares diferentes, cada um seguindo seu proprio 
programa de diferencia 9 ao distinto. Tal comunica^ao entre tipos celulares diferentes e cha- 
mada de sinaliza^ao heteroti'pica e e utilizada por cada tipo celular para encorajar ou limitar 
a prolifera^ao de outros tipos de celulas ao redor. 

Estendendo tal pensamento, podemos especular que muitas dessas intera^oes heterodpicas 
operando em tecidos normais continuam executando importantes fun^oes na biologia dos 
tumores que se desenvolvem nesses tecidos. Isso poderia sugerir que, como celulas epiteliais 
normais, celulas de carcinoma continuam a controlar a popula^ao de celulas estromais proxi- 
mas a elas, talvez por recrutar as celulas estromais dos tecidos adjacentes normais, encorajan- 
do, assim, a sua prolifera^ao. Operando em outra dire^ao, as celulas estromais tambem po¬ 
dem influenciar na prolifera^ao de celulas epiteliais e na sobrevivencia na massa tumoral. 

Em tecidos normais, esses canais de sinaliza^ao heteroti'pica dependem, em grande parte, da 
troca de (1) fatores de crescimento mitogenicos, como fator de crescimento de hepatocito 
(HGF), fator de crecimento de transforma^ao a (TGF-a) e fator de crescimento derivado de 
plaquetas (PDGF); (2) sinais inibitorios de crescimento, como o fator de crescimento de 


(A) (B) 



Met 


Figura 13.4 Sinalizagao receptor-ligante 
heterotipica (A) Em tecidos epiteliais, a 
sintese de PDGF-A e de seu receptor 
(PDGF-Ra) esta geralmente confinada a 
tipos celulares distintos. Nos testiculos, 
assim como em muitos tecidos epiteliais 
autenticos, a expressao de PDGF esta 
confinada as celulas do epitelio tubular 
(acima), enquanto a expressao do seu 
receptor esta confinada as celulas 
mesenquimais das proximidades (abaixo). 
(B) A expressao reciproca do receptor Met 
e de seu ligante, chamado variadamente de 
fator de crescimento de hepatocito (FIGF) 
ou fator de dispersao (SF), e mostrada aqui 
no ileo de camundongos embrionarios 
(porgao inferior do intesfino delgado). Em 
cada vilosidade em forma de dedo, visfa 
em seegao longitudinal, o mRNA de FiGF/ 
SF, detectado por hibridizagao in situ, e 
feito pelas celulas mesenquimais no centro 
da vilosidade (acima), enquanto Met e 
expressa por celulas epiteliais que 
revestem a superficie das vilosidades 
(abaixo). (A, de L. Gnessi, S. Basciani, S. 
Mariani et al., J. Cell Biol. 149:1019-1026, 
2000; B, cortesia de S. Britisch e C. 
Birchmeier.) 
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transformagao [3 (TGF- (3); e (3) fatores troficos, como os fatores 1 e 2 de crescimento seme- 
Ihantes a insulina (IGF-1 e 2), os quais favorecem a sobrevivencia celular (Figura 13.4). 

Durante a forma^ao inicial de tumores, intera^oes heteroti'picas possuem um papel impor- 
tante em dirigir muitos tipos de promo^ao tumoral. Alem disso, celulas estromais, como os 
macrofagos, neutrofilos e linfocitos, participam da resposta inflamatoria que envolve a libe- 
ragao de TNF- a e prostaglandinas; essas moleculas entao estimulam a proliferagao de celulas 
epiteliais nas redondezas (Se^ao 11.16). 

Muitas interagoes heteroti'picas continuam a operar depois que os tumores sao forma- 
dos. Para citar alguns exemplos, celulas epiteliais de um carcinoma freqiientemente libe- 
ram PDGF, para as quais celulas estromais — especialmente fibroblastos, miofibroblastos 
e macrofagos - possuem receptores; as celulas estromais alternam liberando IGF-1, o 
qual beneficia o crescimento e sobrevivencia das celulas cancerosas ao redor. Similarmente, 
celulas neoplasicas de melanoma liberam PDGF, que obtem a produgao de IGF-2 a partir de 
fibroblastos estromais ao redor; esse IGF-2 ajuda a manter a viabilidade das celulas do mela¬ 
noma. Celulas estromais em canceres de mama liberam o fator CXCL12 (uma quimiocina-, 
veja a Segao 13.5) e o fator de crescimento HGF/SF, o qual estimula a proliferagao e sobrevi¬ 
vencia das celulas epiteliais cancen'genas ao redor. Por regular niimero e posigao umas das 
outras, celulas epiteliais e estromais podem assegurar a representagao e a localizagao otimas 
de cada tipo celular dentro de um tecido normal e um neoplasico. 

As celulas epiteliais e estromais em tecidos epiteliais normais colaboram na constru^ao da 
matriz extracelular especializada (ECM) que se encontra entre elas, chamada de membrana 
basal ou lamina basal (Figura 13.5; veja tambem a Figura 2.3). Por exemplo, celulas epite¬ 
liais da pele, os queratinocitos, expressam genes que especificam muitos dos principais 
componentes proteicos da membrana basal, incluindo o colageno tipo IV e lamininas; as 
celulas estromais tambem contribuem para essa construgao, de uma maneira que deve 
ainda ser documentada em detalhes. Certos proteoglicanos na membrana basal, como o perle- 
cano, fornecem a matriz uma hidrata^ao aumentada e si'tios aos quais fatores de crescimento 
podem ser anexados para armazenamento por um longo pen'odo. Conti'nuas ligagoes a membrana 
basal, mediadas amplamente por integrinas e pelos hemidesmossomos que elas constroem (veja a 
Figura 13.5A), sao essenciais para a sobrevivencia de muitos tipos de celulas epiteliais, e a perda 
dessas liga^oes freqtientemente provoca anoikis, a forma de apoptose resultante da perda de anco- 
ramento a um substrato solido (veja, por exemplo, a Figura 9.21). 

As celulas endoteliais que se reunem para formar o revestimento interno das paredes dos 
capilares e vasos sangiimeos maiores (Figura 13.6A), assim como dos ductos linfaticos, 
representam um componente vital no estroma normal e neoplasico. Como discutido em 
maior detalhe a seguir, sua prolifera^ao e encorajada por outras celulas tanto no epitelio 
como no estroma de maneira a garantir o acesso de todas essas celulas a um suprimento 
sangiimeo adequado. Uma que vez os capilares se organizam e se tornam funcionais, eles 
fornecem nutrientes essenciais e oxigenio para as celulas ao redor. Fomos introduzidos a 
tais intera^oes anteriormente, quando lemos que celulas as quais nao possuem acesso 
adequado ao oxigenio liberam fatores angiogenicos que estimulam o crescimento inter¬ 
no de capilares (Segao 7.12). 

Enquanto a formagao capilar esta procedendo, celulas endoteliais secretam fatores de crescimento 
que estimulam a proliferagao de tipos celulares nao-endoteliais ao redor. Mais importante, celulas 
endoteliais liberam PDGF e HB-EGF (EGF que se liga a heparina), que permitem que elas 
atraiam celulas periendoteliais chamadas de pericitos e celulas vasculares da musculatura lisa que, 
juntas, criam a camada externa dos capilares, sendo chamadas, as vezes, de celulas murais, para 
distingui-las das celulas endoteliais luminals (Barra lateral 13.1). Uma vez no local, os pericitos (os 
quais organizam celulas da musculatura lisa) se alternam para liberar fator de crescimento endote- 
lial vascular (VEGF) e angiopoietina-1 (Ang-1), os quais fornecem sinais de sobrevivencia impor- 
tantes para as celulas endoteliais que os recrutaram primeiramente. Alem disso, essas celulas mu¬ 
rais fornecem aos tubos endoteliais estabilidade estrutural e uma habilidade de resistir a formas 
exercidas pela pressao sangiimea (Figura 13.6). 
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fibras de hemidesmossomos membrana basal 
colageno 


Figure 13.5 A membrana basal (A) Em tecidos epiteliais, a matriz 
extracelular especlallzada (ECM) chamada de membrana basal 
(BM) separa as celulas epiteliais (ac/ma) do estroma (abaixo). 

Como mostrado nesta micrografla eletronica de transmissao da 
peie de urn camundongo recem-nascldo, as celulas epiteliais da 
pele (chamadas queratinocitos) estao presas em urn lado (ac/ma) 
da BM, sendo ancoradas em parte por melo de estruturas 
chamadas de hemidesmossomos, os quals sao compostos por 
pequenos grupos de Integrinas que se ligam a proteinas da BM, as 
lamlninas; os nucleos dos queratinocitos estao marcados aqui. 
Abaixo da membrana basal estao as fibras de colageno e porgoes 
de celulas mesenquimals constituindo o estroma da pele, Isto e, a 
derme. (B) Este desenho esquematico Indica que a membrana 
basal e composta amplamente por quatro proteinas ECM 
majoritarlas, chamadas de laminina, colageno tlpo IV, perlecano e 
nidogenlo. Esse emaranhado molecular altamente permeavel 
permite que uma varledade de molecules atravesse a membrana 
em ambas as diregoes. Uma membrana basal especlallzada, nao 
mostrada aquI, esta subjacente as celulas endoteilals em capllares. 
(A, cortesla de FI. A. Pasolli e E. Fuchs; B, de B. Alberts et al.. 
Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New York: Garland Science, 
2002, baseado em H. Colognato e R D. Yurchenko, Dev. Dynamics 
218:213-234, 2000.) 


(B) 



Integrina 


As localizagoes de grandes populagoes de celulas estromais dentro dos carcinomas fornecem 
indicagao clara de que, a medida que os componentes epiteliais desses tumores se expandem, 
esse crescimento e acompanhado pela proliferagao coordenada de celulas estromais. Na ver- 
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Figura 13.6 Pericitos, celulas musculares lisas e celulas endotelials dos microvasos (A) Microvasos 
podem ser estudados usando-se pelo menos tres tipos de microscopia. Microscopia de 
imunofluorescencia {esquerda) dos capilares em uma traqueia normal de camundongo (usando urn 
anticorpo que reconhece o antigeno CD31 especifico de celula endotelial) revela uma rede bem- 
organizada de vasos. No nivel de microscopia eletronica de varredura {centra), observa-se urn 
capilar que organize urn tubo cilindrico da parede lisa com pericitos anexados em diversos pontos 
de sua superficie {setas). Na microfrafia de trasmissao {direita), a secgao de urn capilar revela que 
sua parede e construida pelo citoplasma dobrado de uma celula endotelial. (B) Essa micrografia de 
imunofluorescencia resolve os pericitos e celulas endotelials. Normalmente, os pericitos e celulas 
musculares lisas {ambos avermelhados) cobrem o lado externo dos tubos de celulas endotelials 
(verde), formando venulas e arteriolas com estruturas normals {painel esquerda). Nesses vasos, a 
cobertura de celulas endotelials por pericitos e celulas musculares lisas e frequentemente tao 
completa que se torna dificil visualizar as celulas endotelials que se encontram logo abaixo dos 
pericitos. Ao contrario, em capilares (painel da direita), os pericitos estao dispostos mais 
espagadamente, mas nao estao, apesar disso, fortemente anexados as celulas endotelials que 
formam os capilares. (C) Em geral, os pericitos (verde-amarela) estao fortemente anexados aos 
capilares (vermelha, painel superiar). No entanto, camundongos tern sido alterados geneticamente 
a fim de se obter molecules PDGF-B mutantes que nao conseguem se anexar a matriz extracelular 
e, portanto, difundem-se das celulas endotelials formando esse fator de crescimento. Como 
consequencia, os pericitos nao sao mais atraldos para as celulas endotelials e perdem o contato 
intimo com os tubos capilares {setas, paineis inferiares). (D) Esta sobreposigao de pericitos com os 
capilares depende da localizagao do PDGF-B, o qual e secretado por celulas endotelials {verde- 
clara). Normalmente (acima), esse PDGF-B (verde-escura) e capturado imediatamente adjacente as 
celulas endotelials na matriz extracelular (ECM, marram), onde serve para atrair precursores de 
pericitos (rasa) que se anexam por si proprios (vermelha) fortemente aos tubos capilares formados 
por celulas endotelials. Entretanto (abaixo), se PDGF-B e desprovido de sequencias de 
aminoacidos que normalmente se Ilgam a ECM (purpura), ele se difunde a partir dos tubos 
capilares, e pericitos recrutados sao espalhados a alguma distancia desses capilares. (A, de T. Inal, 
M. Mancuso, FI. Flashizume et al., Am. J. Pathol. 165:35-52, 2004; B, de S. Morikawa, P Baluk, T. 
Kaidoh et al.. Am. J. Pathol. 160:985-1000, 2002; C, de A. Abramsson, P Lindblom e C. Betsholtz, J. 
Clin. Invest. 112:1142-1151, 2003.) 


dade, celulas estromais sao as vezes encontradas em camadas entre celulas de carcinoma na 
maioria das metastases - os tumores secundarios que se tornam estabelecidos em si'tios ana- 
tomicos longe do inicialmente formado, tumores primarios. Como consequencia, mesmo 
aquelas celulas cancen'genas que sao suficientemente independentes para deixar o tumor pri- 
mario e encontrar novos tumores em locals distantes em geral encontram a necessidade de 
recrutar celulas estromais e encorajar sua proliferagao (Figura 13.7A), aparentemente para 
dar assistencia na construgao dessas novas colonias tumorais. Na ocasiao, celulas metastaticas 
irao insinuar-se para o estroma existente do tecido no qual elas se instalaram (Figura 13.7B), 
mais uma vez demonstrando sua necessidade de um suporte estromal seguro. 

No extremo oposto desse cenario, podemos imaginar que todas as interagoes heterotfpicas 
necessarias para manter a fungao tecidual normal continuam a operar dentro dos carcino¬ 
mas, sendo requeridas para celulas neoplasicas obterem sucesso e multiplicarem-se dentro 
desses tumores. No entanto, tal descrigao nao pode ser literalmente verdadeira, pois muitas 
das caracteristi'cas adquiridas que associamos a celulas cancerosas (Capftulo 2), incluindo 


Barra lateral 13.1 A localizagao dos fatores de crescimento e im- 
portante para interagoes heterotfpicas adequadas Altas concentra- 
goes localizadas de PDGF sao necessarias para assegurar que os pe¬ 
ricitos recrutados para as camadas externas dos capilares tornem-se 
diretamente opostos as celulas endotelials, e nao dispersos aleato- 
riamente a alguma distancia (Figura 13.6C e D). Como muitos 
outros fatores de crescimento, a molecula de PDGF-B - a forma 
especffica de PDGF que opera nesse caso - contem um “motivo de 
retengao”, que garante sua ligagao aos proteoglicanos da matriz ex¬ 
tracelular (ECM). Conseqiientemente, logo depois de as moleculas 
de PDGF-B serem secretadas pelas celulas endotelials para o espago 
ao redor dos capilares, elas sao contidas na ECM circundante e se 


acumulam em altas concentragoes ao lado das celulas endotelials. 
Uma vez liberadas dessa ligagao por proteases, as altas concentra¬ 
goes locals resultantes de moleculas de PDGF-B ativadas asseguram 
o recrutamento de pericitos para locals diretamente adjacentes as 
celulas endotelials. De qualquer forma, em camundongos que ex- 
pressam um mutante de PDGF-B, o qual nao possui esse motivo de 
retengao, as moleculas de PDGF-B secretadas se difundem para longe 
das celulas endotelials, causando o recrutamento de pericitos para uma 
area geral das celulas endotelials, porem nao ao lado oposto delas. Assim, 
essas celulas endotelials nao possuem suporte estrutural fornecido pe- 
los pericitos, assim como o suprimento de VEGF por pericitos que e 
necessario para a sobrevivencia da celula endotelial. 
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Figura 13.7 Metastase e dependencia no 
estroma (A) Esta micrografia de uma 
metastase originada a partir de carcinoma 
de colon primario revela que a metastase e 
tao complexa histologicamente como os 
tumores primarlos vistos na Figura 13.1. 
Nesta figura, vemos que as celulas do 
carcinoma que formaram uma metastase 
{purpura-claro, direita) construiram as 
mesmas estruturas de ductos vistas em 
adenocarcinomas primaries do colon (veja, 
por exempio, a Figura 13.IB). Alem disso, 
as celulas do carcinoma tern recrutado 
estroma substancial (centra), que inclui 
macrofagos (marrom-escuro). (B) A maioria 
dos canceres de mama gera metastases no 
figado (esquerda) e comporta-se bastante 
diferentemente da metastase nesse mesmo 
orgao gerada por carcinoma de colon, no 
qual 0 carcinoma mamario se infiltra para o 
tecido normal do figado (direita) e substitui 
os hepatbeitos residentes, levando 
vantagem do estroma existente, incluindo 
sua vascularizagao. Essas celulas 
metastaticas parecem ser tao dependentes 
do suporte do estroma quanto as celulas 
do carcinoma colorretal (A), porem 
adquirem isso de maneiras totalmente 
diferentes. (De F. Stessels, G. van den 
Eyden, I. van der Auwera et al., Brit. J. 
Cancer 90:1429-1436, 2004.) 


uma dependencia diminui'da de mitogenos, uma resistencia aumentada a apoptose e aquisi- 
gao de independencia por ancoragem, certamente afetam as interagoes entre os comparti- 
mentos epiteliais e estromais e diminuem sua interdependencia. Com isso, conclui'mos que 
esses tragos adquiridos reduzem a dependencia de celulas cancerosas epiteliais no estroma, 
mas nao parecem elimind-la. 


13.2 As cdulas que formam linhagens de cdulas cancerosas se 
desenvolvem sem intera^oes neterotfpicas e desviam do 
comportamento de celulas de tumores humanos 

A dependencia conti'nua de celulas do carcinoma pelo suporte estromal explica as enormes dificul- 
dades que pesquisadores tern experimentado ao tentar adaptar celulas tumorais para condigoes de 
cultura in vitro. Seu objetivo tern sido criar linhagens de celulas cancerosas — populagoes de celulas 
cancerosas que podem se propagar indefinidamente em cultura. Para tal, celulas sao preparadas 
diretamente a partir de biopsias de tumores e colocadas em cultura, com a esperanga de que 
colonias de crescimento vigoroso de celulas cancerosas irao fmalmente emergir em placas de cul¬ 
tura. Na maioria dos casos, entretanto, tais colonias de celulas nao aparecem, frustrando tentativas 
de gerar linhagens de celulas de carcinoma. Mais freqiientemente do que nao, as celulas que 
obtem sucesso em culturas sao de origem estromal - especificamente os fibroblastos cujo cresci¬ 
mento e favorecido pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que esta presente 
como componente do soro de meio de cultura padrao de tecido. 

Esta claro que celulas de carcinoma humano propagadas sob condigoes-padrao de cultura de 
tecido estao sendo forgadas a proliferar em um ambiente muito diferente daquele experimentado 
por sens ancestrais que residiam nos tumores de pacientes com cancer. Por exempio, a alta concen- 
tragao de soro presente na maioria dos meios de cultura e inibidora de crescimento para muitos 
tipos de celulas epiteliais normais e neoplasicas, que raramente experimentaram altas concentra- 
goes de fatores associados ao soro in vivo, exceto agudamente depois de lesao. Ainda mais impor- 
tante, celulas de carcinoma estao sendo selecionadas por sua habilidade de se proliferar in vitro 
sem contato intimo com o estroma, ja que o proprio equih'brio entre as celulas epiteliais e estro¬ 
mais presentes em tumores nao pode ser mantido nas placas de cultura de tecidos. 


Em raras ocasioes, proliferagoes vigorosas de colonias de populagoes de celulas de carcinomas 
de fato emergem, seguindo cultura extensa de fragmentos de tumores em placas de Petri. Em 
fungao de terem sido selecionadas in vitro por sua habilidade de crescerem autonomamente. 
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e, assim, independentemente de suporte estromal, tais celulas cancerosas tem se desenvolvido 
alem do estagio de progressao tumoral que e alcangado in vivo por celulas neoplasicas na 
maioria dos tumores humanos. De fato, muito do sucesso em estabelecer linhagens de celulas 
tumorais humanas depende da cultura de celulas a partir dos poucos tumores que ja progre- 
diram in vivo para um estagio em que nao mais dependem do estroma para sua sobrevivencia 
e proliferagao. 

Tais linhagens de celulas humanas cancen'genas - existem diversas de uso comum - sao 
reagentes-padrao utilizados em muitos tipos de pesquisas com cancer. Todas essas celulas 
virtualmente podem ser implantadas em camundongos hospedeiros imunocomprometidos, 
nos quais elas proliferam, muitas vezes vigorosamente, e formam tumores. Esses tumores sao 
freqiientemente chamados de xenoenxertos, ja que resultam de enxertos de tecidos de uma 
especie para um animal hospedeiro de outra. Camundongos das linhagens Nude, NOD/ 
SCID e RAGl/2, que nao possuem sistema imune funcional, sao utilizados nesses expe- 
rimentos, pois toleram o crescimento de celulas geneticamente estranhas introduzidas. 
O xenoenxerto tumoral resultante que cresce nesses camundongos pode entao ser testa- 
do pela responsividade a drogas anticancer sob desenvolvimento (Barra lateral 13.2). O 
resultado de tais experimentos nao e necessariamente preditivo de eventuais repostas clmicas a 
essas drogas. 


13.3 Tumores restabelecem tecidos lesados que nao cicatrizam 

Como argumentado anteriormente, a sinalizagao heteroti'pica governa muito da biologia 
dos carcinomas, e modelos experimentais de cancer que ignoram esse importante pro- 
cesso geraram tumores que sao biologicamente muito diferentes daqueles encontrados 
em pacientes com cancer. Agora procedemos para examinar em maiores detalhes a natu- 
reza dessa sinalizagao entre tumores e os tipos celulares que participam desse processo. 
Na verdade, as interagoes heteroti'picas que operam nos tumores sao altamente comple- 
xas e envolvem a troca de duzias de especies moleculares distintas que medeiam a sinali- 
zagao entre celulas, entre os varios tipos celulares, que juntos formam esses crescimentos. 
De maneira importante, muitos desses sinais nao sao rotineiramente alterados pelos ti¬ 
pos celulares que constituem o tecido nao-danificado normal, sendo, portanto, vistos 
em um primeiro momento como exclusivos de tumores. 

Essa complexidade levanta algumas questoes fundamentals: como celulas cancerosas apren- 
dem a liberar e responder a uma ordem de sinais heteroti'picos diversos? Estao os programas 
complexos de sinalizagao e as respostas biologicas resultantes inventadas novamente sendo 
unidos pedago por pedago cada vez que celulas normals desenvolvem-se progressivamente 
para celulas cancerosas? Ou celulas cancerosas exploram programas biologicos preexistentes 
que em geral sao usados por tecidos com outros objetivos? 

Uma solugao atrativa para essas questoes veio de uma percepgao adquirida em 1986. Um 
pesquisador estudando a aparencia histopatologica tanto de tumores como de injurias notou 
uma semelhan^a impressionante entre muitos processes de sinalizagao envolvidos na pro¬ 
gressao do tumor e aqueles que ocorrem durante a cicatrizagao de uma lesao. Se as similarida- 
des entre esses dois programas biologicos poderiam de fato ser documentadas, isso explicaria 
bastante a esperteza das celulas tumorais: elas simplesmente ativam um complexo programa 
fisiologico normal - de cicatrizagao de lesao - que ja esta codificado em seus genomas. Aces- 
sando e explorando esse programa biologico preexistente, e distribufda as celulas cancerosas 
a tarefa de reinventar isso cada vez que um tumor surgir. 

A cicatrizagao da lesao tem sido estudada mais extensivamente no contexto da pele. Seguindo 
a formagao de uma lesao superficial da pele e tecidos basais, plaquetas sangtifneas se agregam 
e liberam granulos contendo, dentre outros fatores, fatores de crescimento derivados de pla¬ 
quetas (EDGE) e fatores de crescimento de transformagao (3 (TGE-jl; veja a Figura 5.3). A 
lesao tambem causa liberagao de fatores vasoativos, os quais aumentam a permeabilidade de 
vasos sangtimeos proximos da lesao. Isso ajuda o sitio da lesao a adquirir moleculas de fibri- 
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Barra lateral 13.2 O desenvolvimento de te- 
rapias anticancer tern side servido imperfei- 
tamente pelo uso de linhagens de celulas can- 
cen'genas humanas Linhagens de celulas can- 
cen'genas humanas, quando crescidas como 
xenoenxertos tumorais em camundongos 
imunocomprometidos, freqiientemente 
respondem aos efeitos antiproliferativos tan- 
to de drogas citotoxicas nao-alvo (que afetam 
um amplo espectro de tipos celulares neopla- 
sicos e normals) como de drogas que sao de- 
senhadas para atingir apenas celulas cancero- 
sas. De qualquer maneira, a habilidade desses 
modelos de xenoenxertos de prever as respos- 
tas dos pacientes a tais drogas e limitada. Um 
estudo retrospective feito em 2001, de 39 di- 
ferentes drogas anticancer mostrou uma fra- 
ca correla^ao entre as respostas de tumores xe- 
noenxertados a essas drogas e as respostas dos 
pacientes a essas drogas observadas na ch'nica 
de oncologia. For exemplo, drogas candida- 
tas que foram efetivas em parar o crescimen- 
to de mais de um ter^o de uma cole^ao dispa- 
rada de xenoenxertos tumorais de camundon- 
go tiveram apenas 50% de probabilidade de 
mostrar qualquer atividade terapeutica (in- 
cluindo parada de crescimento tumoral) em 
alguns tipos de tumores humanos tratados na 
ch'nica. Alem disso, drogas que afetaram pro- 
por^oes pequenas dos modelos de xenoenxertos 
de camundongo nao tiveram nenhuma ativida¬ 
de essencial significativa na ch'nica. 

Os resultados desapontantes nao surpre- 
enderam, levando em considera^ao que linha¬ 
gens de celulas tumorais humanas comumente 


usadas em tais experimentos de testes de drogas 
sustentam pouca semelhan^a com as celulas nos 
tumores freqiientemente encontrados na ch'ni¬ 
ca oncologica. Assim, os tumores que essas li- 
nhagens celulares formam com freqiienda sao 
histologicamente bastante diferentes daqueles ro- 
tineiramente encontrados nos laboratorios de 
patologia ch'nica. 

Outra dificuldade surge do fato de que ce¬ 
lulas de varias linhagens celulares de tumores hu¬ 
manos em geral sao implantadas em camundon¬ 
gos subcutaneamente (abaixo da pele). Enquanto 
essa localiza 9 ao permite a pesquisadores moni- 
torar prontamente o crescimento desses tumo¬ 
res, ela quase sempre corresponde a um local ec- 
topico no hospedeiro, ou seja, uma localiza^ao 
anatomica bastante diferente daquela na qual as 
celulas cancerosas inicialmente se desenvolve- 
ram. For exemplo, celulas de carcinoma pancrea- 
tico podem comportar-se diferentemente quan¬ 
do crescem abaixo da pele do que quando sao 
implantadas no pancreas do animal hospedeiro, 
seu local ortotdpico natural, aparentemente 
porque o ambiente estromal dessas duas locali- 
za^oes sao muito diferentes. Similarmente, ce¬ 
lulas de cancer de mama podem gerar tumores 
que tern mais semelhan^a histologica com tu¬ 
mores de mama ch'nicos se elas forem implanta¬ 
das no bloco de gordura do estroma mamario 
em vez de em outras localiza^oes. 

Fesquisa em celulas-tronco cancerosas sugere 
agora outra diferen^a entre linhagens de celulas 
cancerosas e populates de celulas neoplasicas 
de tumores humanos, essa nao-relacionada 
com intera^oes heteroti'picas: se tumores de 


ocorrencia comum sao organizados de ma¬ 
neira hierarquica, envolvendo celulas-tronco 
cancerosas e celulas amplificadoras em transito 
com capacidade limitada de se auto-renovar, essa 
organiza 9 ao provavelmente nao e restabelecida 
por linhagens celulares cancerosas que sao pro- 
pagadas in vitro (veja a Se^ao 11.6). 

Uma resposta experimental a essas difi- 
culdades envolve a tentativa de introduzir 
fragmentos de tumores diretamente em ca¬ 
mundongos imunocomprometidos sem inter- 
vir na propaga^ao na cultura de tecido. Esses 
enxertos tumorais implantados contem tanto 
cdulas estromais como epiteliais, as quais po¬ 
dem se co-proliferar para formar tumores histo¬ 
logicamente complexes em camundongos hos- 
pedeiros que se parecem com os tumores origi¬ 
nals dos quais derivaram (veja a Figura 13.8). 
Infelizmente, entretanto, como as celulas can¬ 
cerosas em tumores humanos normals, as ce¬ 
lulas nesses xenoenxertos normalmente se pro- 
liferam muito lentamente, e sua propaga^ao 
envolve trabalho intensive no transplante de 
um animal hospedeiro para o outro. Essas pro- 
priedades impedem seu uso rotineiro em tes¬ 
tes de drogas anticancer. 

A imperfei^ao de modelos de tumores hu¬ 
manos disponlveis atualmente e a resultante 
inabilidade de se prever com certeza quao efe¬ 
tivas serao as drogas anticancer (antes de se- 
rem utilizadas em humanos) custa para as in- 
dustrias farmaceuticas centenas de milhoes de 
dolares anualmente e assim representam um 
dos maiores impedimentos no desenvolvimen¬ 
to de novas drogas anticancer. 


nogenio a partir do plasma sangtimeo, o qual, quando convertido em fibrina, cria o esqueleto 
do coagulo sangtimeo (Figura 13.9). Os feixes de fibrina resultantes, que se tornam entrela- 
9 ados ao redor das massas de plaquetas, ajudam a estancar a hemorragia. 

O PDGF liberado pelas plaquetas atrai fibroblastos e estimula sua proliferagao (Figura 13.10). 
Logo apos, TGF- (3 derivado de plaquetas ativa esses fibroblastos e os induz a liberar uma classe de 
proteases secretadas chamadas metaloproteinases de matriz (MMPs; veja aTabela 13.1). Diferen¬ 
temente da maioria das proteases secretadas, que possuem uma serina no seu si'tio catali'tico, as 
MMPs carregam tons de zinco para ajudar na catalise; de fato, esses ions inspiraram seu nome. 
Fibroblastos ativados tambem secretam mitogenos, assim como varios fatores de crescimento de 
fibroblastos (FGFs) que podem estimular a proliferagao de certas celulas epiteliais. 

Uma vez liberadas, as MMPs comegam a degradar componentes especi'ficos da matriz extra- 
celular (ECM; Tabela 13.1). Essa degrada^ao tern duas conseqiiencias maiores. Por um lado, 
ela permite a remodelagem estrutural da ECM, abrindo, assim, espa 90 para novas celulas. 
Por outro lado, isso resulta na liberagao de uma variedade de fatores de crescimento que 
foram ligados em uma forma inativa aos proteoglicanos da ECM e agora se tornaram soluveis 
e ativados. Inclui'dos entre esses estao os fatores de crescimento de fibroblastos basicos (bFGF), 
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TUMORES DE PROSTATA 


especime cirurgico 


especime de paciente enxertado 


linhagem celular PC-SM enxertada 



TUMORES DE COLON 


especime cirurgico 




especime de paciente enxertado 


iinhagem celular Colo205 enxertada 


Figura 13.8 Tumores e linhagens 
celulares tumorais de xenoenxertos 
derivadas A histologia de urn carcinoma 
de prostata primario {esquerda) e de urn 
carcinoma de colon {direita) que foram 
removidos cirurgicamente de pacientes 
sao mostrados na linha superior. Abaixo 
destes {linha do meio, esquerda, direita) 
estao as histologias emergentes da 
implantagao de blocos de tumores em 
sitios subcutaneos em camundongos 
imunocomprometidos SCID; esses 
blocos contem tanto componentes 
tumorais epiteliais como estromais. De 3 
a 6 meses ap6s a implantagao, essas 
amostras tumorais enxertadas, as quais 
cresceram de 2 mm a 1 cm de diametro, 
continuam mantendo a arquitetura dos 
tumores primaries dos quais derivaram. 
Entretanto, uma linhagem celular de 
cancer de prostata e de cblon {linha 
inferior, esquerda, direita), que foi 
propagada extensivamente in vitro como 
populagoes de celulas cancerosas 
puras, gerou pequenas semelhangas 
histologicas com os tumores tipicamente 
encontrados na clinica oncologica e 
mostrados na linha superior. (Cortesia de 
B. L. Hylander e E. A. Repasky.) 


TGF-Pl, PDGF, inumeros fatores relacionados a EGF e interferon-y (IFN- y). (Alem disso, 
foi observado que virtualmente cada MMP age em uma variedade de protemas nao-MMC 
no espago extracelular; entre esses substratos, estao as formas latentes de pro-enzimas de 
outras proteases, as quais sao convertidas em enzimas ativas seguindo clivagem por MMPs.) 

Os fatores de crescimento liberados por plaquetas e aqueles mobilizados a partir da ECM 
entao atraem monocitos, macrofagos e uma outra classe de fagocitos, chamados neutrofilos, 
os quais infiltram o si'tio da lesao. (Ainda outros tipos de celulas imunes, incluindo eosinofi- 
los, mastocitos e linfocitos, sao tambem recrutadas para esse sltio.) Essas celulas recrutadas 
limpam e removem materia estranha, bacterias e fragmentos teciduais do sltio da lesao; 
ao mesmo tempo, elas liberam e ativam fatores mitogenicos, como fatores de cresci¬ 
mento de fibroblastos (FGFs) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF; veja 
tambema a Segao 7.12). Tais fatores procedem estimulando celulas endoteliais na vizi- 
nhanga a se multiplicar e construir novos capilares - o processo da angiogenese (algumas 
vezes chamado de neoangiogenese). 

Enquanto tudo isso esta ocorrendo amplamente na regiao estromal de um sltio de lesao, as 
celulas epiteliais ao redor da margem da lesao estao sofrendo suas proprias alteragoes. Seu 
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Figura 13.9 EM de varredura de urn 
coagulo sanguineo Esta micrografia 
eletronica de varredura, a qual foi colorida, 
mostra que coagulos sao compostos de 
densas redes de fibras de fibrinas {pnarrom- 
claro) que capturaram plaquetas 
(vermelho). Antes de coagular, as plaquetas 
sofrem ativagao que conduz a liberagao 
dos granules, vistos na Figura 5.3. (CNRI/ 
Photoresearchers; cortesia de J. Weisel, 
Philadelphia.) 
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Figura 13.10 Fluxograma de oicatrlzagao 
da lesao Este fluxograma indica varies dos 
principals eventos que ocorrem apos urn 
tecido epitelial ser lesado. Muitas das 
mudangas ocorrem no estroma do tecido 
lesado {esquerda) com o intuito de 
reconstrui-lo e, assim, providenciar uma 
base para a reconstrugao da camada 
celular epitelial (direita). 
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Tabela 13.1 Algumas metaloproteinases de matriz e seus substratos da matriz extracelular 


Nome da 
MMP 

Nome alternativo 
da MMP 

Substrate de ECM® 

MMP-1 

colagenase - 1 

diversos colagenos, gelatina, entactina, agrecan, tenascina 

MM P-2 

gelatinase - A 

elastina, fibronectina, diversos colagenos, laminina, 
agrecan, vitronectina 

MMP-3 

estromelisina - 1 

proteoglicanos, laminina, fibronectina, gelatina, diversos 
colagenos, fibrinogenio, entactina, tenascina, vitronectina 

MMP-7 

matrilisina 

mesmo que MMP-3 

MM P-9 

gelatinase B 

mesmo que MMP-2 

MMP-11 

estromelisina - 3 

serpina inativa 


“Em adigao aos substratos de ECM, a maioria das MMPs tambem diva outros substratos presentes no espago 
extracelular. Por exempio, foi reportado que MMP-3 diva pro-HB-EGF, pro-IL-ip, plasminogenio, E-caderina, 
IGFBP-3, a 1-antiquimiotripsina, inibidor a-1 proteinase, pro-MMPs-1,-3,-7,-8,-9 e-13 e pro TNF- a. 


Adaptada de L.J. McCawley e L.M. Matrisian, Curr. Opin. Cell Biol. 13:534-540, 2001. 


objetivo e reconstruir a camada epitelial que existia antes da lesao. Para tanto, celulas epite- 
liais reduzem sua adesao a ECM, especialmente a membrana basal (Segao 2.2 e Figura 2.3) 
que as separa do compartimento estromal (Figura 13.5 e 13.11). Pelo rompimento dessas 
conexoes, as celulas epiteliais ganham mobilidade aumentada. 

As celulas epiteliais tambem separam suas ligagoes umas das outras. Essas associagoes lado-a- 
lado sao estabilizadas, em parte, por jun^oes aderentes (Figura 13.12), as quais sao unidas 
como associagoes de moleculas de E-caderina que sao mostradas por celulas epiteliais adja- 
centes e ligam as membranas plasmaticas adjuntas das celulas umas as outras. De acordo com 
isso, a expressao de E-caderina e suprimida nas celulas epiteliais que estao situadas ao redor 
da margem de um sitio de lesao, e ela e freqiientemente substitui'da por N-caderina, outra 
molecula de adesao celula-celula que e normalmente mostrada por celulas mesenquimais, 
especialmente fibroblastos. (Essas moleculas de N-caderina, apesar de relacionadas estrutu- 
ralmente a E-caderina, nao reestabelecem jungoes aderentes entre as celulas epiteliais, ja que 
elas se ligam muito mais fracamente uma a outra.) 

Enquanto alteram a disposigao de caderinas na superficie celular, as celulas epiteliais na mar- 
gem de uma lesao sofrem uma alteragao maior no fenotipo, que Ihes causa, pelo menos 
superficialmente, uma aparencia fibroblastica (Figura 13.13). Essa alteragao profunda e cha- 
mada de transi^ao mesenquimal-epitelial (EMT) e permite que as celulas epiteliais se tor- 
nem moveis e invasivas. As caracten'sticas adquiridas durante a EMT permitem que essas 
celulas se movam para o sitio da lesao, onde preenchem a lacuna no epitelio criada pela lesao. 


Celulas do estroma no sitio da lesao ajudam a desencadear a EMT de celulas epiteliais ao 
redor. As metaloproteinases da matriz (MMPs) secretadas por celulas do estroma liberam e 
ativam fatores de crescimento latentes, como TGF-Pl, que foram armazenados na matriz 
extracelular. De maneiras que sao pouco compreendidas, esses fatores liberados parecem es- 
timular e refor 9 ar a expressao do programa de EMT em celulas epiteliais. De modo impor- 
tante, a EMT e somente uma troca temporaria no fenotipo da celula. Depois que as celulas 


Figura 13.11 Ligagao de celulas epiteliais as estruturas ao seu redor Celulas 
epiteliais sao ancoradas por meio de suas superficies basais a base da 
membrana basal subjacente (amarelo) e as celulas epiteliais adjacentes por 
meio de suas superficies laterals, que formam diferentes tipos de conexoes 
(jungoes de ancoramento, preto) que fisicamente amarram o citoesqueleto 
de celulas vizinhas {linhas verdes) uns aos outros: estas ligagoes do 
citoesqueleto envolvem tanto os filamentos de actina como componentes do 
microtubulo. (De B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 4th ed. New 
York: Garlan Science, 2002.) 
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(A) 
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laterals de celulas 
epitellais adjacentes 
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Flgura 13.12 Jungoes aderentes (A) Este desenho ilustra o cinto de adesao que 
e formado por jungoes aderentes entre as superficies laterals de celulas 
epitellais adjacentes. Moleculas de E-caderina sao responsaveis pela formagao 
dessas jungoes aderentes em muitos tipos de celulas epitellais. (B) Em mais 
detaihe, essas conexdes celula-celula dependem da oligomerizagao entre 
moleculas de caderinas mostradas por duas celulas adjacentes. E-caderina 
{verde-claro) tern urn papel dominante na maioria dos epitelios na formagao das 
jungoes aderentes resultantes. (C) Como visualizado nesta micrografia eletronica 
de transmissao, as jungoes aderentes (sefas pretas) entre duas membranas 
plasmaticas adjuntas se formam entre as superficies laterals de celulas epitellais 
adjacentes, neste exempio mostrando a formagao do revestimento interno do 
intestino do verme Caenorhabditis elegans. Virtualmente estruturas identicas sao 
vistas em celulas de mamiferos. (D) Esta micrografia por imunofluorescencia ilustra 
as interagdes entre as superficies laterals de queratinocitos vizinhos. “Fechos" de 
E-caderina (amarelo) formam jungoes aderentes entre celulas vizinhas e estao 
ligados por meio dos seus dominios citoplasmaticos e outras proteinas 
intermediarias aos citoesqueletos de actina dessas celulas {vermelho). 0 nucleo 
esta corado de azul. (A e B, de B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 4th 
ed. New York: Garland Science, 2002; C, cortesia de D. Flail; D, de M. Perez- 
Moreno, C. Jamora e E. Euchs Cell 112;535-548, 2003.) 



filamento dimeros proteinas ancora 
de actina de caderina 



em migragao se moveram para a posigao e cobriram o si'tio da lesao, elas reconstroem o 
epitelio pela reversao para um estado epitelial via o programa chamado de transigao epiteliaJ- 
mesenquimal (MET). Como conseqiiencia, uma vez que a cicatrizagao da lesao esta comple- 
ta, as celulas no epitelio reconstituido nao apresentam caracten'sticas de terem passado tran- 
sitoriamente por um estado mesenquimal. 

Se compararmos esses processos (Figura 13.14) com as interagdes de celulas cancerosas epite- 
liais e suas vizinhas do estroma, encontramos relagdes impressionantes entre cicatrizagao de 
lesao e tumorogenese. Uma similaridade clara entre os dois processos deriva da presenga de 
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Figura 13.13 A transigao epitelial-mesenquimal 
Quando celulas epiteliais em cultura de 
camada celular unica passam por uma 
transigao epitelial-mesenquimal (EMT), elas 
inibem a expressao de muitos marcadores de 
celulas epiteliais tipicos, como citoqueratinas 
{vermelho) e E-caderina, e induzem a 
expressao de proteinas mesenquimais, como 
vimentina {verde), fibronectina e N-caderina. 
Alem disso, elas alteram sua forma tipicamente 
poligonal (acima) para uma forma fibroblasfica 
{abaixo) e frequentemente adquirem motilidade 
e invasividade. Neste caso, o EMT foi 
provocado por uma exposigao de 3 dias a 
metaloproteinase-3 de matriz (MMP-3), a qual 
pode iniciar a EMT por sua habilidade de 
degradar E-caderina. (B) Em alguns tipos 
celulares em cultura, celulas individuals podem 
espontaneamente alterar de urn fenotipo 
epitelial, indicado pela expressao de 
citoqueratina (vermelho), para urn fenotipo 
mesenquimal, indicado pela expressao da 
actina a do musculo liso (verde). Isso espelha 
uma plasticidade que e aparente em algumas 
celulas durante o inicio da embriogenese. (C) 


Uma camada celular unica confluente de 
celulas MCF10A, uma linhagem de celulas 
epiteliais mamarias (MECs) de humanos nao- 
transformada e imortalizada, tern sido 
pertubada pela remogao de urn pedago dessa 
monocamada de celulas (removida da 
esquerda de cada imagem). Inicialmente, 
nenhuma vimentina e expressada por essas 
celulas. Entretanto, logo depois que a camada 
unica foi lesada, as celulas epiteliais que 
estavam na margem da lesao sofrem uma EMT 
parcial, expressam vimentina (caracterlstica de 
celulas mesenquimais; vermelho), migram para 
o local da lesao e o preenchem. Apbs oito dias, 
tempo em que a camada celular foi 
reconstitulda, essas celulas revertem para urn 
fenotipo epitelial complete e inibem a 
expressao de vimentina (indicando uma 
transigao epitelial-mesenquimal, uma MET). (A, 
de M.D. Sternlich, A. Lochter, C.J. Sympson et 
al.. Cell 98: 137-146, 1999; B, de 0. W. 

Petersen, H. L. Nielsen, T. Gudjonosson et al.. 
Am. J. Pathol. 162:391-402, 2003; C, de C. 
Gilles, M. Polette, J. M. Zahm et at, J. Cell Sci. 
112:4615-4625, 1999.) 
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Figura 13.14 0 programa de cicatrizagao 
de lesao Este modelo descreve 
esquematicamente a sinalizagao 
heterotipica que ocorre depois de a pele, 
um tecido epitelial tipico, ter side lesionada. 
No sitio da lesao, um coagulo de fibrina 
que carrega plaquetas preencheu 
inicialmente o local da lesao. 0 terceiro dia 
do processo de cicatrizagao da lesao e 
algumas vezes chamado de fase 
Inflamatoria, por causa do envolvimento de 
varies tipos celulares que geralmente estao 
associados com a Inflamagao, 
notavelmente neutrofllos e monocltos; elas 
estao envolvidas na remogao de 
fragmentos celulares, do coagulo e de 
bacterlas Invasoras. Alem disso, 
macrofagos que derivam da diferenclagao 
de monocltos llberam TGF-B1 e TGF-a; 
esses fatores estimulam a prollferagao de 
celulas epitellais a partir da epiderme e as 
Induzem a sofrer uma transigao epltelial- 
mesenqulmal (EMT). Linguetas dessas 
celulas, agora exiblndo comportamento 
mesenqulmal, estao Invadindo abalxo do 
coagulo por ambos os lados com o 
objetivo de cobrir o local da lesao. Ao 
mesmo tempo, TGF-IB1 e PDGF-A e B, os 
quals foram llberados pelas plaquetas 
durante a formagao Iniclal do coagulo, 
estao estimulando a prollferagao dos 
fibroblastos no estroma da dermal 
subjacente e induzindo-os a se 
converterem em miofibroblastos (nao- 
mostrado):6ev\6o a sua contratibllldade, os 
miofibroblastos irao unir os lados da lesao. 
Miofibroblastos tambem llberam fatores 
angiogenicos, notavelmente VEGFs e FGF-2 
(fator de crescimento de fibroblastos 2), os 
quals estimulam a formagao de novos 
vasos sangulneos no estroma localizado 
abalxo do sitio da lesao. Finalmente, depois 
de o estroma lesionado ter sido recoberto, 
as celulas que previamente sofreram uma 
EMT revertem, por uma transigao epitelial- 
mesenquimal, (MET) para um estado 
epitelial, reconstituindo assim o epitelio 
(nao-mostrado). (De A.J. Singer e R.A.F. 
Clark, N. Engl. J. Med. 341:738-746, 1999.) 


conjunto de plaquetas neutrofilo macrofago epiderme 




massas de fibrina no estroma associado ao tumor. No caso de tumores, isso nao deriva de 
dano traumatico dos vasos sangiimeos. Ao contrario, os capilares dentro dos tumores sao 
constitutivamente permeaveis, diferente daqueles em tecidos normals (Figura 13.15A). Mais 
adiante discutiremos as causas dessa permeabilidade. No momento, basta isso para dizer que 
a permeabilidade das paredes dos capilares e venulas (pequenas veias) permite que moleculas 
de fibrinogenio do plasma entrem em contato direto com celulas cancerosas, o que provoca, 
por meio de uma serie de reagoes intermediarias, a conversao de fibrinogenio em fibrina e a 
formagao de grandes feixes de fitas de fibrinas (Figuras 13.15B e C). 

Muitos tipos de cdulas cancerosas, incluindo aquelas que formam os carcinomas de mama, 
prostata, colon e pulmao, continuamente liberam m'veis significativos de PDGF. Isso con- 
trasta com a situagao em lesoes, na qual PDGF e liberado em uma breve explosao pelas 
plaquetas na medida em que elas formam o coagulo sangiii'neo inicial. Como e o caso na 
cicatrizagao de lesoes, os alvos de PDGF produzidos por celulas cancerosas sao celulas me- 
senquimais no estroma que apresentam receptores PDGF, incluindo celulas da musculatura 
lisa, fibroblastos e macrofagos. PDGF funcionam aqui tanto como um atraente quanto como 
um mitogeno para essas celulas do estroma e parecem ser as moleculas de sinalizagao mais 
importantes usadas por celulas de carcinoma para recrutar e estimular a proliferagao de celu¬ 
las estromais. Em canceres de mama, por exemplo, o mVel da expressao de PDGF geralmente 
aumenta com o aumento da progressao tumoral, o que pode explicar o alto grau de estroma- 
lizagao de muitos tumores avangados. 


O PDGF liberado por celulas de carcinoma inicialmente tern sucesso em recrutar fibroblas¬ 
tos para a matriz de fibrina. Ao mesmo tempo, a matriz de fibrina (veja a Figura 13.15B e C) 
promove um importante suporte que ajuda essas celulas mesenquimais recrutadas a se liga- 
rem, via integrinas, e migrarem. As celulas estromais invasoras remodelam essa “matriz tem- 
poraria” pela degradagao de muitas das moleculas de fibrina formadas inicialmente e pela 
substituigao destas por uma matriz mais permanente que e organizada a partir do colageno 
secretado pelos fibroblastos. Isso compara de perto a seqiiencia de etapas que ocorre durante 
a cicatrizagao da lesao. 
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Uma das tarefas das celulas do estroma na cicatrizagao da lesao envolve a contragao flsica do 
local da lesao com o objetivo de fechar a lesao. Essa contragao e mediada pela classe especia- 
lizada de fibrobiastos chamada de miofibroblastos, os quais expressam actina a da muscula- 
tura lisa (a-SMA) e sao capazes de usar o sistema de contragao miosina-actina (relacionada a 
um sistema que opera em celulas musculares) para gerar a tensao mecanica necessaria para o 
fechamento da lesao (Figura 13.16A). Miofibroblastos estao tambem presentes em si'tios de 
lesao cronica, isto e, tecidos continuamente inflamados (Figura 13.16B). De forma provoca- 
tiva, essencialmente miofibroblastos identicos sao componentes importantes do estroma pre¬ 
sente na maioria dos carcinomas avan^ados (Figura 13.16C-E). 

Alguns dos miofibrolastos associados ao tumor parecem surgir de fibrobiastos do estroma 
normal. De fato, miofibroblastos podem ser produzidos in vitro simplesmente por exporem 
fibrobiastos normals aTGF-Pl. Isso sugere queTGF-Pl liberado por muitos tipos de celulas 
do carcinoma, especiamente aqueles que progrediram para m'veis mais altos de malignidade, 
e o principal fator responsavel pela formagao de miofibroblastos no estroma associado ao 
tumor. No contexto de lesoes, a principal fonte de TGF-Pl e provavelmente as plaquetas; 
como mencionado anteriormente, elas liberam grandes quantidades desse fator quando par- 
ticipam da formagao do coagulo. As origens de muitos miofibroblastos e fibrobiastos estro- 
mais nao estao claras (Barra lateral 13.3). 

O estroma de um tumor formado por miofibroblastos difere substancialmente em aparencia 
do estroma presente em tecidos epiteliais normals. Essas aparencias distintas levaram os pato- 
logistas a chama-los de estroma “reativo” ou desmoplasico. O ultimo termo refere-se a rigidez 
da massa tumoral como um todo, que resulta da deposigao de extensiva matriz extracelular 
(EGM) pelos miofibroblastos. Com o avan^o da progressao do carcinoma para um grau 
maior e mais agressivo, a propor^ao do estroma que e desmoplasico freqiientemente aumenta 
em paralelo (Figura 13.17). 


Figura 13.15 Permeabllidade dos capllares 
e deposigao dos feixes de fibrina no 
estroma associado ao tumor (A) Injegao do 
corante vermelho dextran na 
microvasculatura normal revela que as 
paredes de capilares associados tern uma 
permeabllidade relativamente baixa, como 
indicado pelo aspecto bem-delimitado 
desses vasos (esquerda). Entretanto, 
quando injetado na vasculatura associada 
a tumores, o corante extravasa dos 
capilares e difunde para o parenquima 
proximo, gerando uma coloragao difusa 
fora dos limites dos vasos idireita). (B) A 
permeabllidade da microvasculatura 
associada a tumor resulta na extravasao 
continua de moleculas de trombina e 
fibrinogenio a partir do plasma para o 
parenquima que circunda os vasos 
sangijlneos. 0 fator tecidual e uma protefna 
disposta na superficie de celulas 
cancerosas e muitos outros tipos celulares. 
A trombina a partir do plasma e ativada 
pelo contato com o fator tecidual e converte 
fibrinogenio em fibrina. Isso resulta no 
extenso emaranhado de feixes de fibrina 
{vermelho-escuro) vistos aqui na borda 
entre celulas cancerosas de mama 
crescendo ativamente {abaixo) e o estroma 
tumoral (acima). (C) Os feixes de fibrina 
(acima e a esquerda dos agrupamentos de 
celulas cancerosas) formam uma matriz 
extracelular para a qual as celulas em 
migragao, como fibrobiastos 
{agrupamentos de celulas cancerosas mais 
abaixo), assim como celulas endoteliais 
{nao-observado), podem se anexar, 
usando-a como um substrato no qual elas 
podem se mover adiante. Em muitos 
tumores, como neste carcinoma de ffgado 
de origem do ducto biliar de porquinho-da- 
india, a matriz de fibrina pode finalmente 
ser dissolvida pelo processo de fibrinolise e 
substitufda por uma matriz de colageno. (A, 
cortesia de R. Muschel; B, de C.G. 

Colpaert, RB. Vermeulen, R van Beest et al., 
Histopathology 42:530-540, 2003; C, de Fi.E 
Dvorak, Am. J. Pathol. 162:1747-1757, 

2003.) 
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Os miofibroblastos constroem o estroma desmoplasico pela secregao de grandes quantidades 
de colageno tipos I e III, fibronectina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos (GAGs), que, 
juntos, dao a esse estroma sua aparencia caracten'stica em m'vel microscopico. Alem disso, 
essas celulas secretam o ativador de plasminogenio uroquinase (uPA, uma protease) e uma 
serie de metaloproteinases de matriz (MMPs), que ajudam a mobilizar fatores de crescimento 
que foram previamente seqiiestrados na ECM. Na medida em que o estroma desmoplasico 
amadurece, muitas das celulas estromais presentes inicialmente desaparecem, sendo substitu- 




Figura 13.16 Miofibroblastos Miofibroblastos surgem de locals de 
cicatrizagao de lesao e no estroma associado a tumores por meio da 
transdiferenciagao dos fibroblastos do estroma e pelo recrutamento de 
precursores dos miofibroblastos, possivelmente fibrocitos, a partir da 
circulagao. Sua presenga e revelada tipicamente pela sua expressao de 
actina a da musculatura lisa (a-SMA), o antigeno que esta sendo 
marcado aqui. (A) Miofibroblastos a-SMA positivos estao presentes em 
abundancia tres dias depois que a pele de urn camundongo foi 
lesionada {marrom-avermelhado). (B) Tecidos cronicamente inflamados 
adquirem urn estroma fibrdtico, assim como o figado cirrotico visto aqui 
marcado por anticorpo anti-a-SMA, o qual revela a presenga de 
numerosos miofibroblastos (marrom). (C) Uma secgao de carcinoma 
hepatocelular marcado com anticorpo anti-a-SMA {marrom). Isso revela a 
semelhanga nitida do estroma de urn tecido cronicamente inflamado com 
0 estroma de urn carcinoma que emerge neste tecido. (D) a-SMA (verde) e 


expressada pelas numerosas celulas musculares lisas presentes no 
estroma de glandules de prostata normals de humanos. Diferentemente 
dos miofibroblastos, celulas musculares lisas sao conhecidas pela 
ausencia significativa de marcagao de vimentina {vermelho). As poucas 
areas de sobreposigao de expressao dessas duas protelnas estao 
indicadas em amarelo: estas representam os pericitos ocasionais que 
circundam urn vaso sangulneo. 0 nucleo de celulas epiteliais que 
revestem internamente os ductos esta em azul. (E) Em carcinomas de 
prostata, ao contrario, o estroma e preenchido com miofibroblastos que 
expressam tanto vimentina {vermelho) como a-SMA {verde). A 
sobreposigao entre essas duas esta indicada em amarelo. Os nucleos de 
celulas epiteliais estao indicados em azul. (A, de R Martin, D. D'Souza, J. 
Martin et al., Curr. Biol. 13:1122-1128, 2003; B e C, de A. Desmouliere, A. 
Guyot e G. Gabbiani, Int. J. Dev. Biol. 48:509-517; D e E de J.A. Tuxhorn, G. 
E. Ayala, M.J. Smith et al., Clin. Cancer Res. 8;2912-2923, 2002.) 
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Barra lateral 13.3 Fibroblastos e miofibroblastos podem ser recruta- 
dos a distancia Permanece nao solucionada precisamente onde a maio- 
ria dos fibroblastos e miofibroblastos se originam. Durante a cicatriza- 
^ao da lesao, fibroblastos podem inicialmente ser recrutados a partir do 
estroma de tecidos normals adjacentes; miofibroblastos podem entao 
ser produzidos pela transdiferencia^ao de alguns desses fibroblastos re¬ 
crutados. De qualquer maneira, uma alternativa intrigante, que ainda 
sera rigorosamente documentada, e que muitos dos miofibroblastos e 
fibroblastos das lesoes derivam dos fibrocitos recrutados - celulas pre- 
cursoras produtoras de colageno, menos diferenciadas, que estao pre- 


sentes na circula 9 ao. Sabe-se que fibrocitos, que se originam na medula 
ossea, sao capazes de migrar para areas de dano tecidual, onde se insta- 
1am e parecem se diferenciar em miofibroblastos e, muito possivelmen- 
te, em fibroblastos, contribuindo assim para a rapida reconstru^ao do 
estroma. Essa organiza^ao garante que grandes numeros de celulas pos- 
sam ser rapidamente mobilizados a partir de fontes fora do local da 
lesao com o intuito de reconstruir o estroma danificado. Os fortes pa- 
ralelos entre a cicatriza 9 ao de lesao e a tumorogenese, descritos aqui, 
sugerem que o recrutamento do fibrocitos tambem participa no impor- 
tante papel de generar estroma associado ao tumor. 


Idas progressivamente pela densa ECM acelular colagenosa que e a marca desse tipo de estro¬ 
ma associado ao tumor. Os processos que levam a formaqao de um estroma desmoplastico 
associado ao tumor parecem ser similares aqueles que operam em sltios de cicatrizagao da 
lesao. Entretanto, no tumor, esses processos operam continuamente por muitos meses e anos, 
em vez de transientemente durante pen'odos de varios dias, como acontece durante a cicatri- 
zagao da lesao. 


Outra dica de comparagao entre cicatrizaqao de lesao e tumorogenese vem dos inumeros 
estudos indicando que agentes conhecidos por inibir a angiogenese associada ao tumor tam¬ 
bem antagonizam a cicatrizagao da lesao. Inclui'dos dentre esses antagonistas estao certos 
inibidores soluveis dos receptores de fatores de crescimento que tern fun^oes-chave na angio¬ 
genese, assim como um componente de ECM, chamado trombospondina-1 (Tsp-1), o qual 
e uma molecula antiangiogenica potente. Esses mecanismos comums compartilhados pela 
cicatrizagao da lesao e por interagoes estroma-epitelio nos tumores tambem tern implicaqoes 
para a pratica cllnica (Barra lateral 13.4). 


O termo “fibroblastos associados a carcinoma” (CAEs) e algumas vezes usado para descrever 
as populaqoes mistas de fibroblastos e miofibroblastos que estao presentes no estroma de 
tumores epiteliais. Analises dos padroes de expressao de genes de CAEs enfatizam as fortes 
similaridades entre essas celulas e os fibroblastos presentes nos sltios da lesao. Alem disso, 
esses estudos fornecem uma indicaqao do papel de tais celulas como atores-chave na progres- 
sao do tumor. 

Essas analises inicialmente determinaram os padroes de expressao de genes de fibroblas¬ 
tos estimulados por soro propagados in vitro, isto e, fibroblastos que estavam sem soro e 
entao foram expostos a altas concentragoes de soro fresco. Tal exposigao recria o ambien- 
te dos fibroblastos durante os estagios iniciais da cicatrizagao da lesao (um perlodo quando 
os varios fatores do soro liberados por plaquetas ativadas agem nos fibroblastos do estro¬ 
ma no sltio da lesao, convertendo-os, pelo menos transientemente, em miofibroblastos). 
Uma coorte relativamente pequena de genes induzidos e reprimidos do soro foi extralda 
desses dados e usada para representar a “assinatura” caracterlstica dos fibroblastos esti¬ 
mulados por soro (Figura 13.18A). 



Figura 13.17 Miorografia do estroma 
normal e do estroma desmoplasico 0 
estroma histologicamente complexo do 
tecido normal pode finalmente ser 
substituido por estroma desmoplasico de 
um carcinoma avangado. Nesta figura, 
vemos tecido normal de prostata de 
humano {painel a esquerda) marcado com 
0 corante tricromo de Masson, o qual 
revela, em rosa, extensivas celulas da 
musculature lisa no estroma: ductos 
normals estao espalhados ao longo desse 
estroma. Ao contrario, em carcinomas 
avangados de prostata (painel a direita) 
marcados identicamente e vistos com a 
mesma magnitude revelam o extensive 
estroma desmoplasico (roxo-azulado), o 
qual e rico em matriz extracelular, mais 
precisamente, colageno tipo I. Ilhas de 
celulas de carcinoma de prostata que 
formam pequenos ductos (rosa) estao 
dispersos ao longo desse estroma 
desmoplasico, o qual nao tern significativos 
numeros de celulas viaveis, como 
miofibroblastos e fibroblastos. (De G. Ayala, 
J.A. Tuxhorn, T.M. Wheeler et al., Clin. 
Cancer Res. 9:4792-4801, 2003.) 
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Barra lateral 13.4 A cirurgia de cancer de 
mama pode levar a estimula 9 ao do cresci- 
mento tumoral Estudos epidemiologicos de 
pacientes com cancer de mama que sao sub- 
metidas a cirurgia (i. e., mastectomia parcial 
ou total) para a remo^ao de tumores prima- 
rios revelaram um pico de recorrencia de can- 
ceres de mama no local inicial, assim como 
em locals anatomicamente distantes, cerca de 
tr& anos apos a cirurgia. Os tempos desses 
relapses sugerem que a cirurgia e responsavel 
por estimular suas forma^oes. O exame de 
fluidos drenados dos locals das lesoes na mama 
criadas pela cirurgia demonstrou a presen^a 
de potentes fatores mitogenicos, que estao as- 
sociados ao processo de cicatriza^ao da lesao. 
Dentre esses, estao mitogenes para celulas de 


cancer de mama, especialmente aquelas celulas 
cancerosas que superexpressam a protei'na 
HER2/Neu. Alem disso, uma explosao na sin- 
tese de fatores de crescimento vascular endote- 
lial (VEGF) ocorre apos a cirurgia; como dis- 
cutido a seguir neste capi'tulo, VEGF e um 
potente estimulante de angiogenese tumoral. 
E, no entanto, plausi'vel que a cirurgia esti- 
mule a prolifera^ao de micrometastases resi¬ 
duals (pequenos depositos de celulas metas- 
taticas) que nao sao detectados e removidos 
pelos cirurgioes quando eles fazem a excisao 
dos tumores primarios. De fato, alguns argu- 
mentam que os relapsos ch'nicos estimulados 
pela cirurgia anulam muitos dos benefleios 
terapeuticos que poderiam ser alcan^ados pela 
remo^ao de tumores primarios e linfonodos 


proximos. A importancia da progressao tu¬ 
moral estimulada por cirurgia permanece 
um problema de grande alega 9 ao. 

Outra observa^ao cli'nica pode finalmente 
ser encontrada para sustentar essa discussao: 
quando Herceptina (um anticorpo monoclonal 
terapeutico que bloqueia a a 9 ao do receptor de 
HER2/Neu; veja a Se 9 ao 15.19) e aplicado pos- 
teriormente em mulheres que tenham dado ori- 
gem a tumores de baixo grau relativamente pe¬ 
quenos, a taxa de relapsos clmicos e reduzida 
por mais de 50%. Esse sucesso terapeutico im- 
pressionante pode um dia ser tra 9 ado para a 
habilidade da Herceptina de bloquear o esti'mulo 
de celulas cancerosas residuals pelos fatores de 
crescimento elaborados durante o pen'odo de 
cicatriza 9 ao do local da lesao cirurgica. 


Os padroes de expressao de RNA de um grande grupo de carcinomas humanos foi entao 
analisado. Em cada caso, tais analises determinaram se um tumor expressou a assinatura 
dos fibroblastos estimulados do soro. (Ja que todos os genes sendo analisados estao asso- 
ciados especificamente a fibroblastos, essas analises, por necessidade, refletiram os pa¬ 
droes de expressao de RNA dos CAFs em cada tumor.) Ainda, foi observado que muitos 
carcinomas expressam a assinatura de fibroblastos estimulados pelo soro. Significativa- 
mente, os carcinomas que expressaram essa assinatura mais intensivamente foram asso- 
ciados a um prognostico cb'nico mais cruel (Figura 13.18B e C). Tal correla^ao sugere 
que o estroma rico em miofibroblasto ativado representa uma for^a que pode dirigir a 
progressao tumoral agressiva. 


13.4 Celulas do estroma sao contribuintes ativos da tumorogenese 

Varios experimentos biologicos fornecem demonstragoes ainda mais diretas da profunda 
influencia que celulas recrutadas do estroma exercem sobre a tumorogenese de celulas 
epiteliais. Em um estudo, queratinocitos imortalizados, previamente nao-tumorogeni- 
cos, foram for^ados a secretar PDGF em altos ni'veis (alcan^ados pela introdu^ao de um 
vetor de expressao de PDGF). O fator de crescimento liberado nao teve efeito na proli- 
fera 9 ao dessas celulas epiteliais in vitro, pois elas nao exibem receptores PDGF na sua 
superfleie. Entretanto, quando foram implantadas em camundongos hospedeiros, elas 
adquiriram a habilidade de formar tumores de crescimento robusto, claramente deriva- 
dos da habilidade de PDGF liberado em recrutar e ativar celulas do estroma. As celulas 
do estroma entao retribuiram pelo direcionamento da prolifera^ao de queratinocitos se- 
cretores de PDGF, finalmente fazendo com que este ultimo sofresse de transforma 9 ao 
maligna. 

Em um experimento complementar, modificagoes da linhagem germinativa de camun- 
dongo, alterada geneticamente, permitiram aos investigadores inativar seletivamente os 
receptores de TGF-P tipo II nos fibroblastos do estroma em uma variedade de tecidos. 
Como conseqiiencia, essas celulas do estroma nao eram mais susceti'veis a inibi^ao do 
crescimento mediado por TGF-P, e hiperplasia de estroma ocorreu em muitos desses 
tecidos. Em alguns destes, os fibroblastos hiperproliferativos guiaram as camadas celula- 
res epiteliais das redondezas a se proliferarem e finalmente, desenvolverem carcinomas 
(Figura 13.19). Isso demonstra, mais uma vez, o poder das celulas estromais em estimu¬ 
lar a prolifera^ao de cdulas epiteliais, fazendo-o de forma que pode levar a transforma- 
9 ao neoplasica das celulas epiteliais. 
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O importante papel de fibroblastos do estroma no suporte do crescimento dos tumores pode 
ser demonstrado por outro tipo de experimento: celulas epiteliais mamarias de humano, 
transformadas, fracamente tumorogenicas (MECs) requerem mais de dois meses para formar 
um tumor apos serem introduzidas em camundongos hospedeiros imunocomprometidos 
(Figura 13.20). Entretanto, quando essas celulas cancerosas foram misturadas com fibroblas- 
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Figura 13.18 Arranjos de expressao genica de miofibroblastos 
associados a tumor e fibroblastos ativados pelo soro A analise do 
espectro de genes expressados em uma populagao de celulas ou em 
um tecldo e frequentemente chamada de gendmica funcional. (A) Nesta 
analise da expressao genica, a expressao dos mRNAs celulares fol 
anallsada apos a adigao de soro fresco em fibroblastos humanos 
previamente quiescentes privados de soro; isso causou a entrada 
dessas celulas no cicio celular ativo e a indugao ou repressao da 
expressao de uma grande coorte de genes. A expressao genica fol 
medida em varies tempos (acima) apos a adigao do soro. A coorte de 
genes analisados (nao-nomeados) esta ordenada verticalmente do topo 
para baixo. Genes que foram induzidos ou reprimidos tardiamente apos 
a adigao do soro foram classificados como “genes do cicio celular" 
(linhas laranjas, barra vertical da direita), enquanto os genes que foram 
induzidos ou reprimidos no inicio e nao sofreram alteragao com a fase 
do cicio celular foram classificados como genes "de resposta ao soro 
adicionado" (CSR) {linhas azuis, barra vertical a direita). A barra 
horizontal {abaixo) e uma chave que indica o grau de indugao 
(vermelho) ou repressao (verde) apos a adigao de soro, o que e 


indicado logaritmicamente acima da barra e em numeros absolutes 
abaixo da barra. (Genes que sao induzidos mais do que quatro vezes 
acima, ou reprimidos mais do que quatro vezes abaixo desses niveis 
sao simplesmente registrados aqui como sendo induzidos ou 
reprimidos quatro vezes.) (B) A expressao-padrao dos genes CSR foi 
analisada em uma serie de tumores em mulheres apresentando cancer 
de mama com estagio 1 (i. e., estagio inicial). Conforme indicado aqui, 
aqueles tumores expressando padrao de genes CSR {linha vermelha) 
demonstraram uma probabilidade muito maior para desenvolver 
metastases ao longo dos anos depois do tratamento inicial quando 
comparados com aqueles cujos tumores nao mostraram esse padrao 
de expressao genica {azul). (C) Similarmente, aqueles pacientes cujos 
adenocarcinomas de pulmao (incluindo todos os estagios de 
progressao tumoral no tempo do diagnostico) apresentaram uma 
assinatura de expressao do gene CSR {linha vermelha) sofreram indices 
de mortalidade dramaticamente maiores comparados com aqueles 
cujos tumores nao apresentaram essa assinatura da expressao do 
gene {linha azul). (De H.Y Chang, J.B. Sneddon, A.A. Alizadeh et al., 
PLoS Biol. 2: E7, 2004.) 
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Figura 13.19 Tumores de prostata de 
camundongos com fibroblastos do estroma 
geneticamente alterados 0 gene que codifica 
0 receptor TGF-p tipo II foi inativado 
seletivamente em fibroblastos presentes em 
uma variedade de tecidos epiteliais do 
camundongo. (A) As prostatas de 
camundongos machos normalmente exibem 
uma fina camada de celulas epiteliais 
delineando o lumen do ducto e uma camada 
relativamente fina de celulas estromais 
(asterisco) fora das camadas de celulas 
epiteliais. (B) Como consequencia da 
inativagao do receptor TGF-p tipo II em 
fibroblastos do estroma, ambas as camadas 
celulares se tornam hiperplasicas. As celulas 
epiteliais em seguida criaram tecidos 
parecidos a neoplasia intra-epitelial prost&ica 
(PIN) comumente vista em humanos (veja a 
Figura 13.40). Isso sugere que o estroma 
hiperplasico liberou sinais de proliferagao 
para o epitelio nas proximidades. De fato, a 
produgao de fator de crescimento de 
hepatocitos (FIGF) - urn mitogeno potente da 
celula epitelial - pelas celulas do estroma, 
aumentou tres vezes apos perderem sua 
capacidade de resposta aos efeitos inibitorios 
de TGF-p. No estomago desses 
camundongos, no qual os receptores TGF-p 
tipo II foram inativados no estroma gastrico, o 
epitelio hiperplasico que foi formado tornou- 
se displasico e em seguida progrediu para 
formar carcinomas. Nas figuras menores, 
observa-se maiores magnitudes. (De N.A. 
Bhowmick, A Chytil, D Plieth et al.. Science 
303:848-851, 2004.) 


Figura 13.20 Fibroblastos misturados e 
crescimento tumoral Quando celulas epitelias 
mamarias de humanos (FIMECs) foram 
transformadas por meio da introdugao da 
regiao inicial de SV40, o gene hTERT, e de urn 
oncogene de ras fracamente expresso 
(Segao 11.12), as FIMECs (txFIMECs) 
transformadas resultantes formavam 
tumores, embora com urn longo periodo de 
intervalo apos a injegao, em apenas cerca da 
metade dos camundongos que foram 
injetados {curva laranja). Esse 
desenvolvimento lento foi acelerado urn 
pouco e a eficiencia da formagao do tumor 
foi dobrada quando uma preparagao de 
matriz extracelular (Matrigel) produzida por 
fibroblastos foi misturada com essas celulas 
antes da introdugao nos camundongos 
hospedeiros (curva azul). Entretanto, quando 
fibroblastos do estroma mamario de uma 
mama humana normal foram misturados aos 
MECs humanos transformados antes da 
injegao, as celulas cancerosas rapidamente 
formaram tumores com 100% de eficiencia 
(curva vermelha). Isso ilustra que o 
recrutamento de fibroblastos do estroma e 
uma etapa limitante na velocidade de 
formagao do tumor. (De B. Elenbaas, L Spirio, 
F. Koerner et al.. Genes Dev. 15:50-65, 2001.) 
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tos do estroma mamario de humanos (a partir de tecido normal de mama) antes da injegao 
nos hospedeiros, as celulas formaram tumores em um tergo do pen'odo. Esse emaranhado de 
fibroblastos claramente evitou a necessidade dessas MECs de perder tempo recrutando fibro¬ 
blastos do camundongo hospedeiro - um processo que geralmente requer muitas semanas; 
na ausencia de tais fibroblastos, o crescimento do tumor nao poderia iniciar. 

Esse experimento abordou um assunto relacionado, especificamente, se as celulas estromais de 
tecidos epiteliais normais podem acelerar a formagao do tumor tao efetivamente como as celulas 
do estroma presentes nos carcinomas. Esse assunto foi abordado comparando as agoes de fibro¬ 
blastos do estroma extrai'dos a partir de um tecido epitelial normal com os fibroblastos associados 
ao carcinoma (CAEs) preparados a partir de carcinomas (nos quais miofibroblastos sao abundan- 
tes; veja a Figura 13.16). Em um grupo de experimentos, fibroblastos foram purificados a partir 
do estroma de glandulas normais de prostata de humane, enquanto as CAEs foram preparadas a 
partir do estroma de carcinomas de prostata de humane. Cada uma dessas populagoes celulares foi 
entao misturada com celulas epiteliais da prostata de humane imortalizadas pelo antigeno SV40 
large T, nao-tumorogmicas, e entao implantadas em camundongos Nude imunocomprometidos. 
Os resultados, resumidos na Figura 13.21, mostraram diferengas dramaticas no crescimento des¬ 
ses enxertos de tecidos mesclados. Em particular, os enxertos contendo CAFs mais celulas epite¬ 
liais da prostata imortalizadas formaram tumores que foram 500 vezes maiores do que aqueles que 
continham fibroblastos normais da prostata mais celulas epiteliais imortalizadas da prostata. (Quan¬ 
do injetadas sozinha, as CAFs nao formaram tumores de maneira alguma.) 

Tais experimentos demonstraram que essas CAFs foram funcionalmente muito diferentes dos 
fibroblastos do estroma presentes em tecidos prostaticos normais. Diferentemente determinado, 
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durante o curso da progressao do tumor, celulas do estroma se tornaram altamente especializadas 
em auxiliar seus vizinhos epiteliais para sobreviver e proliferar. Observa^oes similares tern, desde 
entao, sido feitas com CAFs extrai'das a partir de canceres de mama de humano. 

Ainda, esses experimentos nao revelaram precisamente como as popula 96 es de CAF ricas em 
miofibroblastos aceleram o crescimento tumoral. Uma vez estabelecidos dentro do estroma 
associado ao tumor, os miofibroblastos provavelmente conferem beneficios multiplos para as 
celulas cancerosas epiteliais das redondezas. Possivelmente o mais importante desses benefi¬ 
cios seja a angiogenese. Miofibroblastos ajudam a tumorogenese por meio de sua habilidade 
de liberar fator 1 derivado de estroma (SDF-1), tambem chamado de CXCL12; este fator 
(uma quimiocina) serve para recrutar celulas precursoras endoteliais circulantes (EPCs) para 
dentro do estroma do tumor (Figura 13.22). O VEGF secretado por miofibroblastos ajuda a 
induzir esses recrutados para se diferenciarem em celulas endoteliais que formam a nova 
vasculatura do tumor. Como a angiogenese e geralmente uma etapa limitante na velocidade 
de forma 9 ao do tumor, os efeitos de estimula^ao do tumor de CAEs misturadas podem ser 
amplamente devidos a sua habilidade de acelerar a angiogenese tumoral. 

Em alguns tumores, o estroma alterado funcionalmente pode ser tragado para um mecanis- 
mo bastante diferente daquele descrito anteriormente: celulas do estroma em carcinomas 
avan^ados, que coexistiram com celulas cancerosas epiteliais por muitos anos, podem alterar 
seu genotipo e adquirir caracten'sticas que celulas geneticamente normals do estroma nao 
podem alcan^ar. Isso sugere que celulas do estroma se co-envolvem com seus vizinhos neo- 
plasicos durante esses longos perlodos de desenvolvimento tumoral alterando seus genomas 
com o objetivo de se adaptarem ao estresse fisiologico presente nos tumores. 
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Por exemplo, analises de um grande grupo de canceres de mama humano com mutaqoes nos 
genes supressores de tumor PTEN e TP53 mostraram a presen^a de alelos somaticamente 
mutados desses genes em celulas de estroma isoladas a partir de tumores. Tais experimentos 
exploraram o procedimento de microdisseca^ao por captura a laser (LCM; Figura 13.23) 
para isolar pequenos retalhos de celulas de estroma ou epiteliais a partir desses tumores. Em 
alguns tumores, alelos TP53 mutantes distintos foram encontrados nos compartimentos epi¬ 
teliais e estromais. Em outros, alelos mutantes foram encontrados em uma popula^ao de celulas, 
mas nao em outra. Tais experimentos abriram portas para a possibilidade de que a evolu^ao gene- 
tica bem-documentada de celulas epiteliais neoplasicas (Capi'tulo 11) seja freqiientemente acom- 
panhada por trocas nos genomas de celulas de estroma das redondezas. 


13.5 Os macro fagos represen tarn participantes importantes na 
ativa^ao do estroma associado ao tumor 

O recrutamento ativo de macrofagos dentro de massas tumorais pareceria, em um primeiro 
instante, ser contraprodutivo para a forma 9 ao tumoral, uma vez que macrofagos sao geral¬ 
mente desenvolvidos pelo sistema imune para limpar e destruir agentes infecciosos e celulas 
anormais, conforme exploraremos em mais detalhes no Capi'tulo 15. Entretanto, evidencias 
cada vez maiores indicam que essas celulas imunes tambem tern papeis importantes na pro- 
mogdo do desenvolvimento tumoral. 

Em mais detalhes, monocitos a partir de uma linhagem mieloide na medula ossea entram na 
circula 9 ao geral, da qual sao recrutados por celulas cancerosas para dentro do tumor; uma vez 
estabelecidos no tumor, os monocitos sao induzidos a diferenciarem-se em macrofagos (veja 
a Figura 13.14). Esse recrutamento depende dos sinais de atra 9 ao que sao convergidos por 
fatores quimiotaticos. Por defmi 9 ao, tais fatores fornecem pistas direcionais para celulas mo- 
veis em vez de estimula 9 ao mitogenica. No caso de leucocitos (celulas brancas do sangue 
como os monocitos), os fatores quimiotaticos relevantes sao freqiientemente chamados de 
quimiocinas, isto e, citocinas quimiotaticas. 


Figura 13.21 Efeito das celulas estromais 
prostaticas nas celulas epiteliais 
prostaticas imortalizadas Quando celulas 
epiteliais normals de prostata humana 
(FIEPs) que foram imortalizadas por 
antigenos T SV40 (FIPEs imortalizadas por 
Tag) foram introduzidas em camundongos 
Nude, elas formaram crescimentos de — 

10 mg apos varias semanas, 
significativamente nao muito maiores do 
que o inoculo inicial ipontos vermelhos). 
Entretanto, se essas mesmas celulas foram 
misturadas com fibroblastos associados a 
carcinomas (CAFs) preparados a partir de 
um carcinoma de prostata humana, 
sugiram tumores, e o peso medio desses 
tumores foi 10 vezes maior (FIPEs 
imortalizados por Tag + CAFs), Ipontos 
azuis). Em contraste, quando essas celulas 
epiteliais imortalizadas pelo antigeno T 
foram misturadas com fibroblastos do 
estroma a partir de uma prostata humana 
normal, o peso medio dos crescimentos 
resultantes foi de ~7 mg, possivelmente 
ate menor do que o inoculo inicial (pontos 
cor de laranja). E, se CAFs foram 
misturadas com celulas epiteliais normals 
da prostata humana antes da inoculagao, o 
peso medio apos varias semanas foi, mais 
uma vez, somente —10 mg ipontos roxos). 
(De A.F Olumi, G.D. Grossfeld, S.W. Flayward 
et al., Cancer Res. 59:5002-5011, 1999.) 


A quimiocina conhecida como protema 1 quimiotatica de monocito (algumas vezes chama- 
da de protema quimioatraente de macrofagos; MCP-1) e expressada em quantidades signifi- 
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Figura 13.22 Recrutamento de celulas 
precursoras endoteliais por CAFs 
mamarias (A) Tumores foram montados 
pela mistura de fibroblastos de estroma 
com celulas da linhagem celular de cancer 
de mama humano MCF7-ras. Quando 
fibroblastos normals de estroma mamarlo 
humano sao misturados a celulas 
cancerosas de mama (painel da esquerda), 
os tumores resultantes apresentaram 
numeros relativamente menores de vasos 
sanguineos {vermelho) entre o estroma 
assoclado a tumor (azul). Entretanto, a 
mistura de fibroblastos assoclados a 
carcinoma (CAFs; painel da direita) resulta 
em tumores altamente vascularizados com 
grandes vasos e erltrocitos assoclados 
(vermelho). 0 acesso resultante a 
circulagao provavelmente faclllta muito o 
crescimento do tumor. (B) A habilidade das 
CAFs, as quals sao essenclalmente 
miofibroblastos, em atrair celulas 
endoteliais poderla ser demonstrada por 
urn experlmento in vitro, no qual celulas da 
medula bssea marcadas com protefnas 
fluorescentes verdes (GFP) que expressam 
antigenos de superficle caracterlsticos de 
celulas endoteliais precursoras (EPCs) fol 
colocada acima de uma membrana 
permeavel em uma camara de Boyden. 
Tanto fibroblastos normals de estroma 
mamarlo como CAFs de urn cancer de 
mama foram colocados na superficle da 
camara Inferior. Apos 18 horas, o numero 
de EPCs que foram recrutados para a base 
da camara Inferior fol medido por 
microscopla de fluorescencla. (C) Anallses 
das celulas anexadas a camara Inferior 
Indicaram que as CAFs (painel da direita) 
sao capazes de atrair muito mals EPCs 
marcadas por GFP do que os fibroblastos 
normals de estroma mamarlo (painel da 
esquerda). Esse recrutamento poderla ser 
reduzido em 60% pela adigao de antl-soro 
que neutrallza a quimlocina SDF-1/CXCL12 
llberada por CAFs nessas camaras, 
Indicando sua fungao Importante na 
medlagao deste recrutamento. (De A. 
Orlmo, PB. Gupta, D.C. Sgrol et al.. Cell 
121:1-14,2005.) 



fibroblastos 

(C) 



fibroblastos mamarlos normals 


fibroblastos assoclados a carcinoma 



(A) fibroblastos mamarlos normals misturados 


fibroblastos assoclados a carcinoma misturados 


cativas por um amplo espectro de tipos celulares de cancer neuroectodermal e epitelial. Isso 
parece ser um sinal cn'tico para atragao de monocitos para alguns tumores e indugao da sua 
diferenciagao em macrofagos. Em outros tumores, o fator de crescimento de endotelio vas¬ 
cular (VEGF), o fator 1 estimulador de colonias (CSF-1; freqiientemente chamado M-CSF; 
fator estimulador de colonias de macrofagos) e o EDGE liberado pelas celulas tumorais tam- 
bem parecem auxiliar nesse recrutamento, enquanto GSF-1 ajuda na estimulagao da diferen¬ 
ciagao de monocitos para macrofagos (Figura 13.24). 
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Figura 13.23 Microdissecgao de captura a laser 0 procedimento de 
microdissecgao de captura a laser (LCM) permite a urn investigador 
usar urn feixe de laser para microdissecar secgoes de tecidos que 
foram fixadas em uma lamina de microscopio. Como parte do 
procedimento de LCM, urn material transparente, chamado de "tampa", 
e colocado sobre uma lamina de microscopio na qual uma secgao de 
tecido foi fixada. Urn feixe de laser guiado por urn motor entao irradia 
areas selecionadas, que se aderem a tampa; a tampa pode ser depois 
erguida com celulas aderentes, as quais entao podem ser analisadas 


bioquimicamente. Como visto nesta figura, a secgao de urn carcinoma 
de colon humano mostrada no painel da esquerda contem tanto 
regioes epiteliais {azul-claro) como regioes do estroma (marrom). Nessa 
circunstancia, o procedimento LCM fez com que as areas epiteliais 
fossem deixadas para tras na lamina {painel central), enquanto as 
regioes do estroma sao colocadas para cima (painel da direita). Ambos 
os grupos de celulas puderam entao ser estudados por varios 
procedimentos analiticos, incluindo os arranjos de expressao genica. 
(Cortesia de FI. Doiznig.) 


Uma vez estabelecidos no estroma do tumor, macrofagos tern fungoes importantes na esti- 
mulagao da angiogenese. Alem disso, em alguns canceres, como nos carcinomas de mama, 
existe uma correlagao direta entre o nfvel de MCP-1 produzido, o mimero de macrofagos 
presentes e o m'vel de angiogenese induzido pelos varios tumores; em outros tumores, a den- 
sidade de infiltragao dos macrofagos associados ao tumor esta correlacionada com a densida- 
de de microvasos (veja, p. ex., a Figura 13.25A, B e C; essa densidade pode ser medida pela 
contagem do mimero de capilares por campo microscopico em uma secgao do tumor). Uma 
fungao principal dos macrofagos no direcionamento da progressao tumoral e sugerida por 
imimeros relatorios, demonstrando uma correlagao direta entre a presenga de uma alta den¬ 
sidade de macrofagos nas massas tumorais e um prognostico pobre para pacientes com can¬ 
cer que carregam tais tumores. Agora, essa correlagao foi documentada em gliomas e em 
carcinomas da mama, ovario, prostata, cervix, bexiga e pulmao. 

Tal evidencia, entretanto, e somente correlativa. Evidencias mais convincentes da fungao 
causal dos macrofagos, pelo menos na angiogenese tumoral, sao embasadas por experimentos 
nos quais cdulas cancerosas sao forgadas experimentalmente a expressar niveis mais altos de 
MCP-1. A expressao desta quimiocina permite que as celulas cancerosas atraiam mais macro- 



Figura 13.24 Recrutamento de macrofagos 
por CSF-1 Em alguns tumores, o fator 
estimulador de colonia 1 (CSF-1) liberado 
por celulas tumorais serve como o atraente- 
chave para monocitos e macrofagos. Nos 
camundongos transgenicos estudados 
aqui, a tumorogenese mamaria foi guiada 
por um transgene, o qual foi construido a 
partir de um promotor transcricional de 
MMTV (virus tumoral mamario de 
camundongo) que guia a expressao do 
oncogene middle T de polioma (PyMT). (A) 
Este tumor surgiu em um camundongo 
transgenico PyMT que era heterozigoto no 
loco Csl1, uma vez que carregava um alelo 
nulo do gene que codifica para CSF-1, 
chamado Csf1°P A presenga de 
macrofagos no estroma de um tumor e 
revelada por um anticorpo monoclonal que 
detecta macrofagos (marrom-avermelhado). 
(B) Este tumor surgiu em um camundongo 
transgenico que era geneticamente Csf1°Pi 
°P e, portanto, nao tinha toda a atividade 
CSE-1. Consequentemente, as celulas 
tumorais nos camundongos tambem foram 
incapazes de liberar esses quimioatraentes. 
Neste tumor mamario, os macrofagos sao 
sutilmente detectaveis. A falta de 
macrofagos nao afeta o crescimento do 
tumor primario, mas suprime fortemente a 
progressao para um estado metastatico. 

(De E.Y Lin, A.V. Nguyen, R.G. Russel et al., 
J. Exp. Med. 193:727-740, 2001.) 
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(A) (B) 



contagem de microvasos (campo 200x) 



Figura 13.25 Proteinas de macrdfagos e angiogenese no estroma de tumor (A) A presenga de 
macrdfagos associados ao tumor (TAMs; vermelho) pode ser demonstrada, como visto aqui nesta 
secgao de urn cancer de mama humano, pelo do uso de urn anticorpo que especificamente reconhece 
a proteina FIIF-2a apresentada por essas celulas no estroma de canceres de mama. Como sua prima, 
FtIF-la (veja a Segao 7.12), FtlF-2a esta envolvida na regulagao de proteinas angiogenicas em celulas 
hipdxicas. (B) Em certos canceres de mama (painel da esquerda), as celulas cancerosas sintetizam o 
potente fator angiogenico VEGF (fator de crescimento endotelial vascular); como visto aqui, as ilhas de 
celulas do carcinoma coradas positivamente (areas escuras) com urn anticorpo monoclonal anti-VEGF. 
Entretanto, em outros tumores de mama {painel da direita), a produgao de VEGF se origina em 
macrdfagos isolados dentro do estroma associado ao tumor (sefas). (C) Em uma serie de amostras de 
carcinoma pulmonar humanos de celulas nao-pequenas (NSCLC), cada uma representada aqui por urn 
ponto no grafico, a densidade dos TAMs por campo de microscdpio foi colocada em urn grafico contra 
a densidade dos microvasos (i. e., capilares) por campo de microscdpio. Tais correlagdes acrescentam 
pesos adicionais a nogao de que TAMs tern papeis-chave em estimular a angiogenese associada a 
tumor. (D) Macrdfagos no estroma de urn adenocarcinoma colorretal humano produzem 
metaloproteinases-9 de matriz (MMP-9; pantos matrons), uma enzima-chave na angiogenese e 
invasividade. MMP-9 pode promover angiogenese pela liberagao de fatores angiogenicos da matriz 
extracelular. (E) MMP-9 e sintetizada como uma proenzima que se torna ativa por meio da clivagem por 
outra protease, que resulta na liberagao de urn prd-peptideo (verde-amarelado, direita). A MMP-9 ativa e 
entao capaz de clivar diversos grupos de substrates no espago intercelular. 0 ion zinco, o qual da o 
nome as MMPs, esta mostrado como uma esfera preta\ ions calcio sao vistos como esferas cinzas. (A, 
de R.D. Leek and A.L. Flarris, d. Mammary Gland Biol. Neoplasia 7:177-189, 2002; B, de R.D. Leek, N.C. 
Flunt et al., J. Pathol. 190:430-436, 2000; C, de J.J.W. Chen, YC. Lin, PL. Yao et al., J. Clin. Oncol. 22:953- 
964, 2005; D, de B.S. Nielsen, S. Timshel, L. Kjeldsen et al., Int J. Cancer 65.57-62, 1996; E, de PA. 
Elkins, YS. Ho, W.W. Smith et al., Acta Crystal. Series D 58:1182-1192, 2002.) 
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fagos, os quais procedem para secretar importantes fatores angiogenicos, especialmente VEGF 
e interleucina-8 (IL-8), resultando em aumentos marcados na atividade angiogenica e na 
forma^ao de uma vasculatura mais extensiva associada ao tumor. Alem disso, quando celulas 
cancerosas de pulmao sao expostas in vitro a fatores que foram secretados por macrofagos em 
cultura, as celulas cancerosas respondem produzindo IL-8 e varias outras protei'nas que pro- 
movem a angiogenese e a invasividade celular. 

Areas hipoxicas dentro dos tumores atraem macrofagos, os quais parecem tolerar muito bem 
a hipoxia. Uma vez estabelecidas em regioes de hipoxia em tumores, essas celulas inflamatorias 
come^am a secretar quantidades significativas de VEGF (veja a Figura 13.25B e a Se 9 ao 7.12), o 
qual reduz a hipoxia trazendo celulas endoteliais, capilares e, assim, sangue rico em oxigenio. 
O fato de que areas hipoxicas de tumores freqiientemente permanecerem pouco vasculariza- 
das indica que os macrofagos recrutados, por si so, sao incapazes de curar totalmente os 
defeitos locais na angiogenese. Assim, em tumores de crescimento rapido, os macrofagos e a 
vasculariza^ao que eles induzem nao podem manter o passo com a velocidade de expansao do 
tumor, e grandes areas dentro de uma massa tumoral fmalmente se tornam necroticas (i. e., 
preenchidas com celulas danificadas e mortas) como conseqtiencia. 

Como os miofibroblastos (Se^ao 13.3), os macrofagos sao adeptos a secretar metaloproteinases de 
matriz (MMPs; veja a Tabela 13.1). MMP-9, proeminentemente envolvida na progressao do 
cancer, e produzida por macrofagos associados a tumor (TAMs; Figura 13.25D) e, uma vez ativa- 
das, procedem a clivar varios substratos proteicos importantes no espa^o extracelular. Em alguns 
carcinomas invasivos, incluindo aqueles de mama, bexiga e ovario, TAMs provaram ser a principal 
fonte dessa enzima. Elas contribuem para a progressao tumoral real^ando a angiogenese, rompen- 
do a estrutura tecidual existente e, assim, criando espa^os para expandir as massas tumorais e 
liberando mitogenos cn'ticos que foram imobilizados por meio da liga^ao a proteoglicanos da 



Figura 13.26 Contribuigao de macrofagos 
para a tumorogenese Macrofagos tern uma 
fungao majoritaria na liberagao de fatores 
mitogenicos para celulas de carcinoma 
bem como na reorganizagao do estroma 
fumoral com o objetivo de facilitar a 
angiogenese e, em alguns tumores, a 
invasividade de celulas de carcinoma. 
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ECM. MMP-9 pode tambem clivar IGFBPs (protema de ligagao ao fator de crescimento seme- 
Ihante a insulina; Barra lateral 9.7), que normalmente sequestra moleculas de IGF no espa^o 
extracelular. Isso libera as IGFs, especialmente IGF-1, que entao fornece sinais de sobrevivencia 
para as celulas vizinhas, incluindo celulas cancerosas (Figura 13.26). Fm canceres de mama avan- 
9 ados, macrofagos associados a tumores sao tambem capazes de ajudar celulas de carcinoma dire- 
tamente, ja que eles sao a principal fonte de fatores de crescimento epidermal (FGF) que guiam a 
prolifera^ao de celulas de carcinoma expressando FGF-R. 

Fnquanto ha evidencia abundante implicando alguns macrofagos como colaboradores ativos na 
progressao do tumor, tambem esta claro que um outro subgrupo morfologicamente distinto de 
macrofagos, agindo como representantes do sistema imune, pode detectar e matar celulas cance¬ 
rosas. Apesar disso, eles claramente falham ao fazer isso em muitos tipos de tumores. Pode ser que 
algumas celulas cancerosas adquiram a habilidade de inativar ou cegar as a^oes tumoricidas (ma- 
tando cancer) dessa segunda classe de macrofagos, enquanto derxam intactas as fun^oes do pri- 
meiro tipo que estao envolvidas em ajudar a progressao tumoral. Alternativamente, celulas cance¬ 
rosas podem se engajar em manobras evasivas que rendem invisibilidade aos macrofagos que 
foram despachados pelo sistema imune para destrul-las. Retornaremos a fun^ao dos macrofagos e 
de outros tipos de celulas imunes no bloqueio do desenvolvimento de tumor no Gapltulo 15. 


13.6 As cdulas endoteliais e os vasos que elas formam asseguram 
o acesso adequado dos tumores a circula^ao 

O mais obvio suporte de estroma requerido pelos tumores ja foi citado repetidamente neste 
capltulo: como os tecidos normals, os tumores requerem acesso a circula^ao com o objetivo 
de crescer e sobreviver. Em meados de 1950, patologistas notaram que celulas cancerosas 
cresciam preferencialmente ao redor de vasos sangiimeos. Foi observado que aquelas celulas 
tumorais que foram localizadas a mais de 0,2 mm de distancia dos vasos sangiiineos nao 
cresciam, enquanto outras ate mesmo mais distantes morriam (Figura 13.27A). 

Agora percebemos que esse espago de cerca de 0,2 mm representa a distancia que o oxigenio pode 
efetivamente se difundir atraves de tecidos vivos. Gelulas localizadas dentro desse raio a partir de 
um vaso sangiimeo podem contar com a difusao para Ihes garantir o oxigenio; aquelas situadas 
alem disso sofrem de hipoxia moderada ou grave (Figura 13.27B e G). Tecidos que sofrem de 
hipoxia estao em perigo de tornarem-se necroticos, como discutido anteriormente e ilustrado nas 
Figuras 13.27 e 13.28. A morte apoptotica acionada por p53 tambem ameaga celulas hipoxicas 
(Gapltulo 9), e a inativagao do sistema de sinalizagao de p53 freqiientemente permite que celulas 
cancerosas sobrevivam alem do pequeno perlmetro que circunda cada capilar. 

A hipoxia e apenas um prego que e pago por celulas desprovidas da proximidade do sistema 
circulatorio. Celulas tambem requerem interagoes efetivas com a vascularizagao com o obje¬ 
tivo de adquirirem nutrientes e, assim, derramarem produtos de lixo metabolico e dioxido de 
carbono. As redes capilares que fazem seu caminho atraves de muitos tecidos normais sao 
arranjadas tao densamente que virtualmente todas as celulas em um tecido nao estao a mais 
de alguns diametros de distancia do capilar mais proximo (Figura 13.29). Em alguns tecidos 
normais com uma atividade metabolica especialmente alta, a maioria das celulas tern contato 
direto com pelo menos um capilar. Essa Intima associagao significa que seu acesso a oxigenio 
e nutrientes crlticos nao e dependente da difusao dessas moleculas por grandes distancias e 
por camadas celulares empacotadas densamente. 

Tais observagoes Uustram a importancia central da vascularizafao para o crescimento e sobreviven¬ 
cia de todos os tipos de tecidos, normais e neoplasicos. O processo de desenvolvimento dessa 
vasculariza^ao por meio da angiogenese pode ser observado durante o desenvolvimento embrio- 
nario, a implantagao da placenta, a cicatrizagao de lesao e certas condifoes patologicas tais como 
retinopatia diabetica, psorlase, artrite reumatoide e, com certeza, tumorogenese. 

Durante o desenvolvimento embrionario, o tamanho e a arquitetura completa de um orgao 
ou tecido sao geneticamente programados, mas a precisa localizagao desses componentes 
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celulares individuals nao e. Isso tambem se aplica a vascularizagao: o genoma determina o 
complete esbo^o dos principals vasos e delega as celulas individuals dentro dos tecidos a 
tarefa de desenhar e juntar a rede de capilares locals e de vasos levemente maiores. Inte- 
ragoes heteroti'picas operando sob curtas distancias determinam a rota de capilares indi¬ 
viduals constituindo a microvascularizagao. Mais especificamente, capilares parecem for- 
mar-se em qualquer lugar onde sejam necessaries pelas celulas nao-vascularizadas (i. e., 
parenquima) em um tecido. 


(A) 


(B) 








melanoma humano 
(D) 


cancer de prostata de rate 



Figura 13.27 Flipoxia e necrose de celulas em seepoes de tecidos 
pouco vascularizados Varias tecnicas tern side usadas para 
demonstrar hipoxia e necrose em regioes do tecido que circundam 
capilares. (A) Esta imagem micrografica revela capilares {verde), bem 
como 0 grau de oxigenagao no parenquima em volta do tumor. 
Imunomarcagao usando um anticorpo reativo com EF5, uma molecula 
que localiza a regiao de hipoxia do tecido, revela areas que sao 
hipoxicas (vermelho) ha alguma distancia dos capilares, enquanto 
aquelas celulas que sao bem-oxigenadas nao sao coradas e, portanto, 
aparecem em marrom-escuro. (B) Esta seegao de um melanoma 
humano {painel da esquerda) e de um carcinoma de prostata de rate 
ipainel da direita) foi imunomarcada com anticorpo anti-CD31, o qual 
revela capilares (marrom). Imediatamente ao redor de cada capilar, uma 
regiao de celulas saudaveis e aparente. Entretanto, alem do perimetro 
{linha pontHhada) circundando cada capilar, uma regiao de necrose 
{regiao granular) e aparente. A regiao necrotica comega proximo de 
85 |tm a partir do capilar de melanoma {esquerda) e 110 pm do capilar 
de carcinoma de prostata {direita). Esta necrose revela as limitagoes da 
difusao em transportar oxigenio e nutrientes dos capilares para as 
celulas no parenquima tumoral. (C) As dinamicas de oxigenagao em 
uma escala maior sao aparentes neste tumor humano de celulas 


escamosas de cabega e de pescogo. Vasos sangulneos {pantos azuis) 
providenciam boa oxigenagao do tumor, que aparece em preto. 
Entretanto, em areas de pouca vascularizagao e hipoxia moderada, 
uma enzima anidrase carbdnica e expressada {vermelho), enquanto em 
areas de extrema hipoxia, o corante pimonidazol e detectavel {verde). 
A sobreposigao entre esses dois marcadores aparece em laranja. 
Areas de necrose, mesmo que localizadas mais distantes da 
vascularizagao do tumor, sao indicadas por “N". (D) Uso de corantes 
indicadores e microscopia intravital tornam possivel medir o pFI e Pq 
( tensao de oxigenio parcial) em microambientes localizados a varias 
distancias de um vaso sanguineo. Essas medidas explicam as 
principals causas de necrose em areas pouco vascularizadas: a 
pressao do oxigenio cal a zero a uma distancia de mais que 0,2 mm, 
ao passo que o pFI cai a niveis que sao incompativeis com o 
metabolismo celular normal, uma consequencia da produgao de 
acido latico ocorrendo sob condigoes anaerobicas. (A, cortesia de 
B.M. Fenton; B, esquerda, cortesia de N. Almog e M.J. Folkman; B, 
direita, de L. Flltaky, R Flahnfeldt e J. Folkman J. Natl. Cancer Inst 
94:883-893, 2002; C, de J.FI. Kaanders, K.J. Wijffels, Fi.A. Marres et 
al.. Cancer Res. 62:7066-7074,2002; D, de G. Flelmlinger, F. Yuan, M. 
Dellian e R.K. Jain, Nat Med. 3:177-182, 1997.) 
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Figura 13.28 Necrose em larga escala 
dentro de urn tumor A inabilidade de 
amplos setores de urn tumor em ganhar 
acesso a vascularizagao presente no 
estroma e demonstrada por este 
adenocarcinoma de alto grau da prostata. 
Como visto mais claramente no 
crescimento do centra, urn ninho de celulas 
de adenocarcinoma {vermelho-escuro) esta 
circundado por extensive estroma 
{vermelho-claro). No meio do ninho das 
celulas de adenocarcinoma, esta uma 
grande porgao de tecido necrotico 
(vermelho-claro) que se afastou das celulas 
de adenocarcinoma viaveis que o 
circundam; estas ultimas tiveram sucesso, 
pois tinham urn melhor acesso ao estroma 
e a vascularizagao associada. (De A.T. 
Skarin, Atlas of Diagnostic Oncology, 3rd 
ed. Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 
2003.) 



necrose 


ninhos de adenocarcinomas 


Uma variavel desse piano opera durante a tumorogenese. A arquitetura geral de tumores nao pode 
ser determinada pelo genoma de um organismo, ja que cada tumor que surge e uma invengao 
nova cujo desenho nao e antecipado pelo genoma. Isso tern implicagoes para a angiogenese do 
tumor tambem: os tumores nao podem contar com alguns desenhos geneticos para ajuda-los na 
configuragao do seu suprimento de sangue e devem, em vez disso, desenhar o esbogo da sua 
propria vascularizagao, fazendo isso passo a passo conforme eles crescem. Em particular, quando 
organizam seu proprio fornecimento sangiimeo, os tumores dependem totalmente das interagoes 
heteroti'picas localizadas entre as celulas da vascularizagao (incluindo celulas endoteliais, pericitos 
e celulas da musculatura lisa) e as celulas nao-vascularizadas nos tumores (incluindo as celulas 
neoplasicas e outros tipos celulares do estroma de suporte). 


Ja aprendemos as duas maneiras pelas quais tumores organizam sua vascularizagao. Miofi- 
broblastos no estroma associado a tumor pode liberar sinais quimiotaticos, tais como SDF-1/ 
CXCL12, que ajudam a recrutar celulas endoteliais precursoras circulantes para o estroma 
(veja a Figura 13.22). Esse recrutamento e provavelmente ajudado pela liberagao de VEGF, 
que ajuda tambem essas celulas a amadurecerem em celulas endoteliais funcionais. 


Como foi descrito na Segao 7.12, a produgao de VEGF e governada pela disponibilidade de 
oxigenio. Assim, muitos tipos de celulas tomam cheques de sua propria tensao de oxigenio 


Figura 13.29 Microvascularizagao densa 
em figado e musculo Devido a alta taxa 
metabolica, alguns tecidos desenvolvem 
uma densidade muito alta de capilares, 
garantindo que cada celula tenha contato 
direto com celulas endoteliais e os 
capilares que elas formam. (A) Virtualmente 
cada hepatocito no figado e adjacente a 
um espago, chamado um sinusoide, que e 
delineado por celulas endoteliais e serve 
como um capilar. (B) Cada fibra muscular, 
imunocorada com um anticorpo 
antilaminina, e uma simples celula sincicial, 
formada pela fusao de varios mioblastos. 
Cada fibra muscular encontra-se adjacente 
a um ou mais capilares [setas, pantos 
marrom-escuro). (A, de Loyola University 
Medical Education Network; B, de 
Washington University of St. Louis 
Neuromuscular Disease Center.) 
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Figura 13.30 Celulas endoteliais e a 
formagao de capilares Esta micrografia 
eletronica de transmissao revela a secgao 
cruzada atraves de urn capilar no meio de 
musculos cardiacos e mostra como os 
citoplasmas de duas celulas endoteliais se 
unIram (sefas) para formar o lumen de urn 
capilar. 0 fechamento estrelto da 
membrana plasmatica de celulas 
endoteliais adjacentes uma a outra resulta 
em tubos de capilares cujas paredes sao 
continuas e geralmente sem lacunas. 0 
nucleo de uma das celulas endoteliais 
tambem e visto. (De D.W. Fawcett, J. 
Histochem. Cytochem. 13:75-91, 1965.) 


intracelular por meio das agoes das protei'nas VHL e suas companheiras. Sob condigoes de 
hipoxia, esse complexo de protei'nas permite o aciimulo do fator de transcrigao HIF-1 
funcional, que, por sua vez, promove a expressao de varies genes cujos produtos favorecem a 
angiogenese. Proeminente entre esses, esta o VEGF. A produgao desse fator angiogenico 
chave tern sido associada a celulas tumorais, macrofagos e miofibroblastos, dependendo do 
tipo de tumor e seu estagio de progressao. (Na verdade, existem duas protei'nas funcional- 
mente similares, estruturalmente relacionadas, chamadas de VEGF-A e VEGF-B. Continu- 
aremos utilizando o termo generico VEGF para nos referirmos a ambas.) 

Como muitos outros fatores de crescimento, VEGF funciona como um ligante de receptores 
de tirosina cinase - nesse caso, o receptor 1 de VEGF (tambem chamado Ftl-1) e o receptor-2 de 
VEGF (conhecido tambem como Flk-l/KDR). Ambos estao dispostos na superficie de celu¬ 
las endoteliais. Similarmente, o fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), outro 
fator angiogenico importante, se liga ao seu proprio receptor cognato apresentado por celulas 
endoteliais. Uma vez estimuladas por esses fatores angiogenicos, as celulas endoteliais proli- 
feram e contornam seus citoplasmas para construir as paredes cilmdricas dos capilares. (Figu¬ 
ra 13.30). Esses capilares tambem penetram atraves de camadas de tecidos existentes, moven- 
do-se em diregao a uma maior concentragao localizada de fatores angiogenicos. 

Mecanismos similares parecem operar durante a formagao de vasos linfaticos (Barra lateral 
13.5). Conforme veremos mais adiante neste capi'tulo, ductos linfaticos sao importantes re- 
guladores do balango fluido no estroma do tumor. No proximo capi'tulo, eles assumirao 
grande importancia, ja que fornecem caminhos para que celulas cancerosas fujam de tumores 
primaries e disseminem-se para locais distantes no corpo. 

A existencia e os poderes de fatores angiogenicos foram primeiramente revelados pela im- 
plantagao de pequenos aglomerados de tumor na cornea ou nas orelhas de animais de labora- 
torio, como coelhos. Dentro de alguns dias, densas redes de capilares e grandes vasos podem 
ser vistos emergindo a partir de capilares preexistentes e convergindo para os aglomerados de 
tumores implantados. Imagens como essas (Figura 13.32A) tern influenciado muito o que 
pensamos sobre o comportamento de tumores e sua vascularizagao, pois elas demonstram 
vividamente que tumores ativos recrutam vasos sangtii'neos para seu inerior. 

A formagao de capilares sangiii'neos e, na verdade, muito mais complicada do que e sugerido 
por essas descrigoes de angiogenese. Por um lado, esse complexo processo morfogenetico 
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Barra lateral 13.5 Cdulas endoteliais tam- 
bem constroem ductos linfaticos Os ductos 
linfaticos possuem duas fun^oes principals na 
fisiologia normal. Eles drenam fluido dos in- 
tersticios entre celulas e esvaziam esse fluido 
dentro da circula^ao venosa. Alem disso, eles 
permitem que celulas apresentadoras de anti- 
geno do sistema imune transportem ann'ge- 
nos de varios tecidos para os nodulos linfati¬ 
cos, nos quais as respostas imunes sao freqiien- 
temente iniciadas (Capi'tulo 15). 


De maneira interessante, ductos linfaticos 
sao montados por celulas endoteliais origina- 
rias da mesma popula^ao de celulas-tronco 
embrionarias que produziram as celulas en¬ 
doteliais dos capilares e grandes vasos sangui- 
neos. Durante o desenvolvimento embriona- 
rio, vasos linfaticos podem freqiientemente ser 
observados por brotarem de capilares em de¬ 
senvolvimento antes que estes se separarem, 
construindo sua propria rede paralela de va¬ 
sos interconectados (Figura 13.31). Alem 


disso, os fatores que estimulam a linfangi- 
ogenese - os fatores de crescimento endo- 
telial vascular C e D (VEGF-C e VEGF-D) 
- sao homologos a VEGF-A e B, que pos¬ 
suem um papel importante na estimula^ao 
da angiogenese que cria a vasculariza^ao 
sangUi'nea. 

Conforme pode ser esperado, o recep¬ 
tor para VEGF-C e VEGF-D apresentado 
por celulas endoteliais linfaticas - receptor 
3 de VEGF (VEGF-R3) - e estruturalmen- 
te relacionado ao receptor dominante 
VEGF de capilares sangumeos, VEGF-R2. 
Alem disso, ha uma evidencia data de que 
VEGF-D, o qual e responsavel principal- 
mente por guiar a linfangiogenese, pode 
tambem ajudar a estimular angiogenese por 
ligar e ativar VEGF-R2. Entao, esses dois 
sistemas - as redes sangUineas e linfaticas - 
derivam de raizes evolutivas comuns, desen- 
volvendo-se de precursores comuns no em- 
briao, continuando a interagir um com o 
outro de maneiras complexas dentro de te¬ 
cidos adultos. 


Figura 13.31 Rede de vasos linfaticos e 
capilares A maioria dos tecidos esta 
interlagada por uma rede de capilares {verde) 
e vasos linfaticos (laranja-avermelhado). Como 
aparente aqui, os diametros dos vasos 
linfaticos sao muito maiores do que os dos 
capilares. Diferentemente dos capilares, no 
entanto, as celulas endoteliais de vasos 
linfaticos nao sao suportadas por uma base 
de celulas murais - pericitos e celulas de 
musculature lisa. (Cortesia de T. Tammela e K. 
Alitalo.) 



envolve diversos outros fatores alem de VEGFs, os quais claramente desenvolvem uma fun- 
gao majoritaria na atragao de vasos sangumeos para tumores (Figura 13.32B). Esses outros 
fatores incluem imimeras formas de TGF-P, fatores de crescimento de fibroblasto basico 
(bFGFs), interleucina-8 (IL-8), angiopoietina, angiogenina e PDGE Alem disso, inumeros 
tipos celulares distintos, alem de celulas endoteliais, contribuem para a construgao de capila¬ 
res e vasos maiores. Gonforme mencionado, as celulas endoteliais formam o lumen de um 
capilar, os quais, por sua vez, sao circundados por pericitos de parede e celulas de musculatu- 
ra lisa vascular (Figura 13.6). 

A cobertura sistematica de capilares pelos pericitos vista em tecidos normais (veja a Figura 
13.6B) pode ser contrastada com sua dispersao caotica perto dos capilares associados ao 
tumor (Figura 13.33). Gapilares em tumores tipicamente tern diametros que sao tres vezes 
maiores do que seus representantes normais. Alem disso, o arranjo geral de vasos sangiii'neos 
ao redor e dentro das massas tumorais e bastante caotico (Figura 13.34). Com freqiiencia, 
vasos param abruptamente em bolsas sem sai'da ou circulam de volta e se ligam nelas mesmas. 
Em m'vel sub-microscopico, tambem e aparente que os capilares em massas tumorais sao 
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organizados aleatoriamente. Isso porque as membranas plasmaticas de celulas endoteliais 
adjacentes nao tem contato uma com a outra para formar um delineamento sem sutura ao 
redor do lumen do capilar, mas, em vez disso, deixam lacunas, freqiientemente com imime- 
ros microns de comprimento (Figura 13.35), que permitem o acesso direto do plasma san- 
giii'neo para as celulas que circundam o capilar. O escapamento resultante parece ser respon- 
savel pela deposi^ao de fibrina no parenquima de tumor descrito anteriormente. 

Medidas quantitativas indicam que as paredes dos capilares em tumores sao cerca de 10 vezes 
mais permeaveis do que aquelas de capilares normals. Alguns desses vazamentos sao atribui- 
dos a montagem defeituosa de paredes de capilar mostrada nesta se^ao. Mas isso, por si so, 
nao e suficiente para explicar todos esses vazamentos. Em vez disso, a maioria parece ser 
devida a produ^ao desregulada de VEGF dentro dos tumores (Barra lateral 13.6). 

As razoes precisas pelas quais capilares e vasos maiores dentro de tumores sao construidos tao 
ao acaso nao estao claras. Um fator possivel pode dispor-se do balance entre dois fatores de 
crescimento mutuamente antagonistas, as angiopoietina 1 e 2. Enquanto VEGF e responsa- 
vel por iniciar o crescimento de capilares atraindo e estimulando celulas endoteliais, um 
misto de angiopoietina-1 e 2 induz as celulas endoteliais a recrutarem os pericitos e celulas 
musculares lisas que permitem que capilares recentemente formados amadure^am den¬ 
tro de vasos bem-construi'dos contendo propor^oes apropriadas desses tres tipos celulares. 



Figura 13.32 Recrutamento de capilares por um tumor implantado 
(A) Estas imagens mostram o crescimento de um pequeno grupo de 
celulas de adenocarcinoma colorretal humano Implantadas 
subcutaneamente por um periodo de 20 dias. 0 crescimento dos 
vasos associados ao tumor e observado atraves de uma janela que 
foi inserida na pele de um camundongo acima do tumor. (B) Tal 
vascularizagao pode ser suprimida por antagonistas do receptor 
VEGF. Vistos aqui, estao os efeitos do ZD6474, um inibidor do 


receptor VEGF, em camundongos possuidores de celulas de 
adenocarcinoma humano enxertadas. 0 fundo rosa espalhado no 
camundongo controle nao-tratado, que e indicative do numero de 
capilares, e o numero de vasos principals entrando em uma massa 
tumoral (topo) estao fortemente diminuidos na presenga da droga 
{inferior). (A, de M. Leunig, F. Yuan, M.D. Mnger et al.. Cancer Res. 
52:6553-6560, 1992; B, de S.R. Wedge, D.J. Ogilvie, M. Dukes et al. 
Cancer Res. 62:4645-4655, 2002.) 
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Figura 13.33 Perioitos assooiados ao tumor Esta micrografia por fluorescencia 
revela a estrutura de urn microvaso associado a tumor, neste caso urn vaso 
formado em urn camundongo por celulas de carcinoma pulmonar de Lewis 
(LLC). As celulas endoteliais que formam o lumen deste vaso [verde] sao 
somente parclalmente cobertas por pericitos e celulas de musculature lisa 
[laranja-avermelhado). A ligagao frouxa de pericitos aos capilares pode ser 
contrastada a sua ligagao estreita vista na Figura 13.6B. (De S. Morikawa, R 
Baluk, T. Kaidoh et al., Am. J. Pathol. 160:985-1000, 2002.) 


Um desequilibrio dessas duas angiopoietinas antagonistas, junto com elevados mVeis de VEGF 
dentro dos tumores, pode ser responsavel por muitos dos defeitos de construgao dos capilares 
e vasos maiores dentro de neoplasmas. 

O vazamento de capilares associados ao tumor leva ao aciimulo de quantidades substanciais 
de Iluido nos espagos parenquimais em um tumor. Em tecidos normals, esses fluidos sao 
drenados por vasos linfaticos, os quais eventualmente esvaziam seu conteudo dentro da cir- 
culagao venosa (Barra lateral 13.5). Entretanto, entre tumores solidos, a progressiva expansao 
de populagoes de celulas cancerosas exerce pressao naqueles poucos vasos linfaticos que real- 
mente sucederam na formagao, causando seu colapso (Figura 13.36). (Capilares sangiilneos 
possuem uma capacidade maior de resistirem a essa pressao, devido a sua propria pressao 
hidrostatica interna significativa, ausente em vasos linfaticos.) As drenagens linfaticas defei- 
tuosas resultantes dentro dos centros de tumores solidos mais adiante exacerbam o aciimulo 


Figura 13.34 A organizagao caotica da 
vascularizagao associada ao tumor (A) 

Esta imagem, obtida por injegao de uma 
resina dentro dos vasos sanguineos antes 
da fixagao tecidual, mostra que a 
vascularizagao que alimenta uma massa de 
celulas tumorais (area preta, bem a direita) 
e tortuosa e pouco organizada, em 
contraste com a vascularizagao bem- 
organizada em tecidos normals (area 
turquesa, topo, a esquerda). (B) Tecnicas 
de imagem de tecidos vivos (imagem 
intravital) tornaram possivel a visualizagao 
de alicerces de capilares de tecidos 
normals e neoplasicos. Esta tecnica revela 
que as redes de capilares em um tecido 
normal sao bem-organizadas (esquerda), 
enquanto aquelas em um tumor sao 
caoticas (direita). (A, cortesia de L. Fleiser e 
R. Ackland, University of Louisville; B, de 
R.K. Jain, Nat Med. 9:685-693, 2003.) 



tecido normal 


tumor 
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Figura 13.35 Varredura EM de lacunas em 
vascularizagao de tumor Esta micrografia 
eletronica de varredura revela que as 
laminas de celulas endoteliais, as quais 
formam uma superficie continua e 
ininterrupta ao redor das paredes de urn 
capilar normal (nao-mostrado), falham ao 
fazer isso em urn capilar dentro de urn 
tumor. Em vez disso, as celulas endoteliais 
associadas ao tumor se sobrepoem umas 
as outras e, conforme indicado aqui (setas), 
apresentam lacunas de tamanho 
significativo entre elas. A caixa no painel da 
esquerda e apresentada em maior aumento 
no painel da direita. Tais lacunas permitem 
a infiltragao de fluido plasmatico para os 
espagos intersticiais entre as celulas 
cancerosas, contribuindo para alta pressao 
hidrostatica nesses espagos. (De H. 
Flashizume, R Baluk, S. Morikawa et al., 

Am. J. Pathol. 156:1363-1380, 2000.) 

elevado de fluido causado por escoamento de capilar, gerando pressao relativamente alta de 
fluido nas partes nao-vascularizadas dos tumores. Essa pressao, por sua vez, complica muito 
a administragao de drogas terapeuticas anticancer. 


13.7 Falhar na troca angiogenica e essencial para a expansao do 
tumor 

As descrigoes de angiogenese apresentadas anteriormente, assim como aquelas apresentadas 
em outro capi'tulo (veja a Segao 7.12), pareceriam sugerir que a liberagao de fatores angioge- 
nicos e virtualmente automatica: sempre que grupos de celulas, incluindo celulas cancerosas, 
sofressem hipoxia, eles liberariam fatores angiogenicos e, portanto, provocariam o cresci- 
mento de capilares para o seu interior. Isso curaria a hipoxia e resultaria em uma densidade 
apropriada de capilares no tecido possuidor dessas celulas. 

De fato, a habilidade de atrair vasos sangiimeos parece ser uma caracten'stica que falta inicialmente 
em muitas populagoes de celulas tumorais e deve ser adquirida conforme a progressao do tumor 
ocorre. Essa ideia foi inicialmente sugerida pela observagao, citada anteriormente, de que em 
alguns tumores, celulas cancerosas obtem sucesso proximo dos capilares, mas aquelas que estao 
localizadas a uma distancia de 0,2 mm dos capilares param de crescer e podem entrar em apoptose 


Barra lateral 13.6 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) causa permeabilidade dos 
capilares Duas linhas independentes de pesquisa levaram a clonagem inicial de genes que codifi- 
cam VEGF-A. Um projeto de pesquisa caracterizou um fator secretado por celulas cancerosas que 
fizeram com que vasos sangiimeos vazassem um fluido que foi chamado, portanto, de fator de 
permeabilidade vascular (VPF). O outro trabalho se focou em um fator liberado por tumores que 
funcionaram como atragao e tambto como mitogenos para celulas endoteliais que se organizam 
para formar as paredes do liimen dos capilares; esse agente foi chamado fator de crescimento 
endoteliail vascular (VEGF) - o nome que prevalece hoje. As duas pesquisas culminaram, em 
1989, em isolados independentes de genes que codificam VPF e VEGF e na descoberta de que 
eles sao o mesmo. Celulas cancerosas, assim como macrofagos e fibroblastos no estroma associado 
ao tumor, continuamente liberam quantidade significativa de VEGF, que sao responsaveis pela 
maior parte da permeabilidade elevada de capilares e venulas associadas ao tumor. 

Os mecanismos precisos responsaveis pela permeabilidade induzida por VEGF permanecem 
obscuros. VEGF pode fazer com que as membranas plasmaticas de celulas endoteliais adjacentes 
separem-se levemente, gerando lacunas entre elas. Alem disso, ele pode estimular celulas endote¬ 
liais a transportarem fluidos e solutos atraves de seu citoplasma, a partir do lumen para a superfl- 
cie abluminal. 
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Figura 13.36 Ausenoia de vasos linfaticos 
dentro de tumores solidos A analise de 
uma secgao de urn carcinoma 
hepatocelular (FICC; cancer de figado), 
usando urn anticorpo que cora 
especificamente ductos linfaticos 
(vermelho-escuro), revela que esses ductos 
estao presentes em tecidos normals acima 
da margem do tumor {linha pontilhada), 
mas sao ausentes dentro de uma massa 
tumoral em si. Essa ausenoia pode ser 
atribuida (1) ao fato de que tais ductos nao 
foram gerados inicialmente durante a 
formagao de tumor e/ou (2) ao colapso e 
degeneragao desses ductos devido a alta 
pressao hidrostatica dentro de tumores 
solidos. (De C. Mouta Carreira, S.M. 

Nasser, E. di Tomaso et al., Cancer Res. 

61:8079-8084, 2001.) 


Figura 13.37 0 modelo Rip-Tag da 
progressao tumoral de celulas da ilhota A 
tumorogenese de multiplas etapas no 
modelo Rip-Tag de camundongos 
transgenicos progride em estagios 
distintos. Uma ilhota pancreatica normal 
(tambem conhecida como uma ilhota de 
Langerhans; esquerda) carrega urn 
pequeno numero de capilares para suportar 
as celulas p. Por volta de 5 a 7 semanas de 
idade, cerca de metade dessas ilhotas se 
tornam hiperplasicas, mas a densidade dos 
vasos sanguineos nao e aumentada. 
Durante urn periodo subsequente de 7 a 12 
semanas, cerca de 10% das ilhotas 
hiperplasicas se tornam angiogenicas, 
conforme indicado pelo aumento da 
densidade dos capilares nas redondezas, 
proximas ao pancreas exocrino. 

Finalmente, por volta de 12 a 14 semanas 
de vida, 2 a 4% das ilhotas hiperplasicas 
formadas inicialmente tornaram-se 
carcinomas invasivos que crescem 
rapidamente e invadem as redondezas do 
pancreas exocrino. 0 pancreas exocrino 
que circunda as ilhotas nao e mostrado 
aqui. (De D. Flanahan e J. Folkman, Cell 
86:353-364, 1996.) 



ou tornar-se necroticas (Segao 13.6). Entao, mesmo que essas celulas cancerosas sofressem hipo- 
xia, faltaria a elas a habilidade de induzir a formagao de capilares proximos. 

Sabe-se muito sobre essa dinamica a partir de estudos detalbados de modelos experimentais de 
tumorogenese. O mais informativo destes tern sido o do camundongo transgenico Rip-Tag. Ele 
carrega um transgene em sua linbagem germinativa, no qual a expressao de anti'geno large T de 
SV40 (Segao 8.5 e 9.1) e anti'geno small T e guiada pelo promotor do gene da insulina. Esse 
promotor assegura a expressao dessas oncoprotemas virais em celulas (3 que formam as ilbotas de 
Langerbans no pancreas (nas quais a insulina e normalmente produzida). 

A progressao do tumor nas 400, ou mais, ilbotas do pancreas do camundongo pode ser 
facilmente seguida, visto que essas ilbotas podem ser facilmente distinguidas dos tecidos 
circundantes do pancreas exocrino, o qual esta envolvido na produgao e secregao de enzimas 
digestivas. Ate metade dessas ilbotas do camundongo Rip-Tag formam nodulos biperplasicos 
de 10 semanas de idade, e 8 a 12% de ilbotas hiperplasicas finalmente progridem para se 
tornarem angiogenicas, isto e, elas adquirem a habilidade de recrutar novos vasos sangiimeos 
para o seu interior. Em 12 a 14 semanas, cerca de 3% das ilhotas hiperplasicas formadas 
inicialmente, finalmente progridem para formar carcinomas (Figura 13.37). 

Cedo na progressao de tumores em camundongos Rip-Tag, ilhotas pancreaticas hiperplasicas 
comegam a expandir levemente para um pequeno diametro de cerca de 0,1 a 0,2 mm e entao 
param sua marcha adiante (veja a Figura 13.37), pelo menos por um tempo. Nesses pequenos 
ninhos de celulas tumorais, a divisao celular continua sem pausa, sendo guiada pelo transge¬ 
ne oncogenico. Entretanto, o tamanho total da populagao de celulas tumorais de cada ilhota 
permanece constante, por causa de um atrito compensativo de celulas que ocorre por meio de 
apoptose. Esse modelo de camundongo sugere que, em humanos, pequenos ninhos de tumor 
podem tambem permanecer nesse estado dinamico, mas sem crescimento, por muitos anos, 
incapazes de romper as barreiras que estao impedindo o seu desenvolvimento. 

Em princi'pio, os obstaculos para expansao de ninhos de celulas tumorais podem ser uma 
barreira fisica — a falta de espago adequado no tecido para que essas celulas cancerosas se 
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multipliquem. Mas a analise histologica detalhada desses pequenos ninhos de celulas cance- 
rosas revela algo muito diferente. Ja que essas cdulas ainda nao se tornaram angiogenicas, elas 
nao possuem vasculariza^ao. A hipoxia resultante que elas sofrem aciona a apoptose depen- 
dente de p53, que explica sua alta taxa de atrito. (E possi'vel que outras condifoes subotimas 
nesses ninhos celulares pouco vascularizados — que incluem o suprimento inadequado de 
nutrientes, altos niVeis de dioxido de carbono e lixo metabolico - e baixo pH, causado pelo 
aciimulo de acido latico, tambem contribuam para a morte de tais celulas.) 

Em algum ponto no tempo, entretanto, pequenos grumos dessas ilhas de celulas pre-neopla- 
sicas instantaneamente adquirem a habilidade de provocar neoangiogenese (veja a Figura 
13.37). Uma vez que tais celulas aprendem como induzir a forma^ao de capilares ao seu 
redor, elas e suas descendentes parecem ser liberadas do obstaculo principal que estava con- 
trolando sua multiplica^ao. Essa mudan^a repentina e dramatica no comportamento de pe- 
quenas massas tumorais foi chamada de “troca angiogenica”. 

Tais fenomenos sugerem uma ideia interessante — na verdade, uma especula^ao: o corpo 
intencionalmente nega a essas celulas a habilidade de induzir prontamente a angiogenese. 
Por fazer isso, ele produz ainda outro impedimento para bloquear o desenvolvimento de 
grandes neoplasmas. De acordo com tal pensamento, a troca angiogenica - uma etapa clara- 
mente importante na progressao do tumor - representa o rompimento bem-sucedido desse 
obstaculo defensivo e a aquisi^ao de um fruto proibido pelas celulas cancerosas: a habilidade 
de induzir crescimento de vasos sangiii'neos de acordo com sua vontade. 

Pode-se concluir que a troca angiogenica nesses camundongos transgenicos e guiada pelas 
celulas P pre-malignas que subitamente adquirem a habilidade de expressar e liberar VEGFs. 
Na verdade, essas celulas produzem grandes quantidades de VEGFs muito antes de ocorrer a 
troca angiogenica, como fazem as ilhotas pancreaticas normais. Entretanto, moleculas de 
VEGF secretadas pelas celulas P sao eficientemente isoladas por essa matriz extracelular cir- 
cundante (EGM). Gomo conseqiiencia, as moleculas de VEGF sao incapazes de estimular 
angiogenese. 

Esse estado isolado de VEGF explica por que a troca angiogenica em ilhotas pacreaticas de 
Rip-Tag e acompanhada pelo siibito aparecimento de quantidades substanciais de metalo- 
proteinase 9 de matriz (MMP-9; Se^ao 13.5). MMP-9 age em um alvo para clivar compo- 
nentes de estrutura especi'fica de ECM, dessa forma liberando e mobilizando VEGF para 
ativar a sinaliza^ao de celulas endoteliais proximas. Essa MMP-9 e sintetizada e liberada por 
celulas inflamatorias — celulas de mastocitos e, muito possivelmente, macrofagos - que foram 
atrai'das para as ilhotas pre-malignas (Barra lateral 13.7). Portanto, nesse tecido em particu¬ 
lar, falhar na troca angiogenica, no final das contas, depende da aquisi^ao de habilidade para 
recrutar celulas inflamatorias. 

Se o gene que codifica VEGF e seletivamente deletado de celulas de ilhota por meio da 
engenharia genetica, as ilhotas sobrevivem, e as etapas anteriores da progressao do tumor 
procedem normalmente, mas a troca angiogenica nunca ocorre. Isso refor 9 a a conclusao de 
que moleculas de VEGF originarias de celula da ilhota possuem uma funq;ao crftica em de- 
sencadear o im'cio da angiogenese, e que celulas do estroma recrutadas nao podem compen- 
sar essa ausencia de VEGF trazendo alguma de suas semelhantes. 

Esse cenario (Figura 13.38) envolve intera^oes heteroti'picas entre tres tipos celulares distin- 
tos: (1) a libera^ao de sinais ainda nao identificados a partir de celulas pre-malignas de ilhota 
que recruta celulas de mastocitos e, muito possivelmente, macrofagos; (2) a libera^ao de 
MMP-9 por essas celulas inflamatorias para ativar o VEGF previamente latente produzido 
pelas celulas pre-malignas de ilhota; e (3) a resposta proliferativa de celulas endoteliais ao 
VEGF ativado. Na realidade, ainda outros tipos celulares sao provaveis parceiros na angioge¬ 
nese de celulas de ilhota. Entao, muitas das celulas endoteliais podem derivar do recrutamen- 
to de celulas precursoras endoteliais na circula^ao (EPCs, algumas vezes chamados de proge- 
nitores endoteliais circulantes, ou CEPs); e os capilares que aparecem sao finalmente cober- 
tos, embora ao acaso, por outro tipo celular — pericitos — cuja origem nao esta clara. 


Barra lateral 13.7 Mastocitos da medula 
ossea podem desempenhar uma ftm^ao- 
chave na troca angiogenica Camundon¬ 
gos Rip-Tag carregando o transgene da 
insulina SV40 na sua linhagem germi- 
nativa podem ser cruzados com outros 
que nao possuem o receptor do fator de 
crescimento Kit (veja a Barra lateral 5.7). 
Kit serve como receptor para fator de 
celula-tronco (SCF), um importante fa¬ 
tor de crescimento que desencadeia o de¬ 
senvolvimento de certas subclasses de 
celulas hematopoieticas. Dentre outros 
deficits, camundongos Kit^^' perdem a 
habilidade de format mastocitos. Em ca¬ 
mundongos Rip-Tag que nao possuem 
receptor Kit, tumores das celulas de ilho¬ 
tas sao iniciados em taxas rotineiramen- 
te observadas em camundongos Rip-Tag 
padrao. Entretanto, esses tumores nun¬ 
ca progridem para se tornarem angioge- 
nicos, e a taxa de prolifera 9 ao celular 
nesses pequenos crescimentos sao com- 
pensadas por uma taxa equivalente de 
morte apoptotica. Como conseqiiencia, 
esses tumores permanecem em um ta- 
manho muito pequeno (0,1 a 0,2 mm 
de diametro). 

Se esses camundongos sao provi- 
dos com um transplante de medula 
ossea contendo celulas precursoras he- 
matopoiAicas tipo selvagem, as quais 
consertam sua falta de mastocitos, a 
angiogenese e iniciada nas ilhotas pan¬ 
creaticas, celulas tumorais nas ilhotas 
nao sao mais perdidas por meio de 
apoptose e grandes neoplasmas amea- 
^adores de vida aparecem logo em se- 
guida. Isso prova que a habilidade de 
provocar angiogenese depende das 
a^oes de pelo menos um componente 
nao-endotelial do estroma associado ao 
tumor - as celulas de mastocitos ori- 
ginadas na medula ossea. A principal 
contribui^ao dos mastocitos para a tro¬ 
ca angiogenica parece ser a libera 9 ao de 
MMP-9, que prossegue para a mobili- 
za^ao latente de VEGF, provocando, as- 
sim, a angiogenese (veja a Figura 13.38). 
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De maneira importante, o modelo Rip-Tag nao e um exemplo ti'pico do mecanismo angioge- 
nico que ocorre durante a formagao de todos os tipos de tumores. For exemplo, em alguns 
tumores, a angiogenese parece aumentar progressivamente, como se um controle por reosta- 
to esteja sendo trocado gradualmente. Isso contrasta com o comportamento de ilhotas Rip- 
Tag, no qual um interruptor binario liga-desliga parece estar falhado. 

Outros tumores podem depender de fatores angiogenicos diferentes para promover a angio¬ 
genese. Por exemplo, quando celulas-tronco embrionarias transformadas de camundongos 
sao desprovidas de ambas as copias do gene que codifica VEGF-A, elas perdem quase toda a 
for^a para produzir teratomas malignos. Em compara^ao, fibroblastos da derme de camun¬ 
dongos adultos transformados permanecem altamente tumorogenicos apos terem sido priva- 
dos de ambas as copias desse gene. Os sarcomas gerados por esses fibroblastos transformados 
continuam a crescer mesmo quando os camundongos que os carregam foram tratados com 
um anticorpo que liga e inativa VEGF-R2 (o receptor de celula endotelial primaria que 
confere resposta a ambos, VEGF-A e VEGF-B). Tal comportamento pode ser explicado pelo 
fato de que fibroblastos da derme transformados podem fazer uma mistura complexa de 
fatores angiogenicos — incluindo VEGF-B, fatores de crescimento de fibroblastos acido e 


Figura 13.38 Atroca angiogenioa e o 
recrutamento de celulas inflamatorias (A) 
Uma llhota de Langerhans normal (area 
circular, centra do painel esquerdo) e pouco 
vascularizada e e sustentada 
principalmente por meio da difusao de 
microvasos que a circundam. Apos a falha 
na troca angiogenioa, ha um aumento no 
numero de celulas na ilhota, devido a 
expansao do tumor, e, como visto aqui, 
uma indugao dramatica da formagao de 
vasos {painel da direita). A imagem foi 
obtida por microscopia Wholemount de 
vasos perfundidos com lecitina. (B) De 
acordo com este esquema, uma ilhota 
hiperplasica pre-angiogenica manda sinais 
a medula ossea e/ou a circulagao (nao- 
ilustrado) que leva ao recrutamento de 
mastocitos e macrofagos. Uma vez na 
vizinhanga das ilhotas, estas liberam 
metaloproteinases, especialmente IVIMP-g 
(veja a Figura 13.25E). MI\/IP-9, entao, diva 
componentes da matriz extracelular (ECM), 
liberando fator de crescimento endotelial 
vascular (VEGF) a partir desse estado 
isolado. VEGE progride para induzir a 
angiogenese ao redor das ilhotas, falhando, 
assim, na troca angiogenica. (A, de G. 
Bergers, D. Flanahan e L.M. coussens, Int 
J. Dev. Biol. 45:925-1002, 1998; B, 
adaptada de dados em G. Bergers, R. 
Brekken, G. McMahon et al., Nat. Cell Biol. 
2:737-744, 2000; VEGE; Y.A. Muller, B. Li, 
FI.W. Christinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 94:7192-7197, 1997.) 
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Tabela 13.2 Fatores angiogenicos importantes 


Nome 

Peso molecular (kD) 

GF Endotelial vascular (VEGF) 

40-45 

Fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) 

18 

Fator de crescimento de fibroblasto acido (aFGF) 

16,4 

Angiogenina 

14,1 

Fator de crescimento de transformagao-a (TGF- a) 

5,5 

Fator de crescimento de transformagao-P(TGF- p) 

25 

Fator de necrose tumoral-a (TNF- a) 

17 

Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 

45 

Fator estimulador de colonies de granulocitos 

17 

Fator de crescimento de placenta 

25 

lnterleucina-8 (IL-8) 

40 

Fator de crescimento de hepatocitos (HGF) 

92 

Proliferina 

35 

Angiopoietina 

70 

Leptina 

16 

basico (aFGFs e bFGFs) e fator de crescimento de 

transformagao a (TGF-a). Essa disponi- 

bilidade de multiplos fatores angiogenicos (veja a 

Tabela 13.2), freqiientemente observada 

em canceres humanos avangados, complica o desenvolvimento de terapias do cancer antian- 

giogenicas, como veremos a seguir. 


13.8 A troca angiogenica inicia um 

processo bastante complexo 

A angiogenese comega no estroma que circunda os longos tumores de Rip-Tag muito antes 
que a membrana basal tenha sido destrui'da. Esse comportamento caracteriza muito dos tu- 

(A) 

(B) 




pele normal 


/ 


« 0 '- 




hiperplasia 



Figura 13.39 Sinalizagao atraves da 
membrana basal no inioio da progressao 
do tumor (A) Urn carcinoma de ducto de 
mama humano in situ (DCIS) contem uma 
colegao de celulas de carcinoma (raxo) que 
nao sao Invasivas e, portanto, a membrana 
basal (BM) que circunda elas e as separa 
do estroma mamario ainda nao fol rompida. 
Como aparente, esses DCIS, apesar de 
tudo, tem sucedido na transmissao dos 
sinals angiogenicos atraves da BM para 
dentro dos estromas proximos, o que 
resulta no crescimento de pequenos vasos 
{marrom-escuro) que circundam a massa 
tumoral, mas nao penetra o tumor por si so 
devido a Integridade continua da BM. (B) 
Nestes modelos de camundongos 
transgenicos da carcinogenese de pele, a 
reglao 16 do papilomavirus humano (FIPV) 
e expressa sob controls de urn promotor de 
genes queratlna-14. No estaglo 
hiperplasico recente da progressao de urn 
tumor, as celulas de carcinoma nao- 
Invaslvas no lado epitellal {acima) sao 
capazes de transmitir sinals atraves da BM 
{linha pontilhada) que provocam 
anglogenese no lado do estroma, como 
evidenclado pelo aumento da densidade 
dos capllares {vermelho), detectado, nesse 
caso, por melo da sua disposigao pelo 
antigeno CD31. Tecldo displasico, no qual a 
BM {linha pontiihada) ainda nao fol 
rompida, mostra ate mais intensiva a 
anglogenese nas proximidades do estroma. 
(A, cortesia de A.L. Harris; B, de L.M. 
Coussens, W.W. Raymond, G. Berger set 
al.. Genes Dev. 13:1382-1397, 1999.) 
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Figura 13.40 Reorutamento de miofibroblastos na porgao estromal da 
membrana basal Miofibroblastos tambem estimulam angiogenese, em 
parte por meio da sua habilidade de recrutar celulas precursoras 
endoteliais (EPCs) ao tumor de estroma. (A) Em humanos, na neoplasia 
intra-epitelial de prostata - a contraparte do carcinoma de ducto in situ 
(DCIS) na mama - as celulas de carcinoma (nucieo azul-escuro) 
permanecem no lado epitelial da membrana basal (BM) ainda Intacta, 
mesmo que estimulado o acumulo de fibroblastos do estroma alem 
BM, como indicado pela disposigao de vimetina (marrom-escuro). (B) A 


identificagao de muitas dessas celulas do estroma, mais 
especificamente os miofibroblastos, e indicada pelo fato de elas 
poderem ser imunocoradas com ambos, urn anticorpo de vimentina 
(vermelho) e actina de musculo liso a (verde); celulas co-expressando 
ambos os marcadores e, no entanto, identificadas como fibroblastos, 
sao vistas em amareio. Elas podem tambem ser identificadas como 
miofibroblastos por sua expressao de colageno I {nao-mostrado). 

(De J.Tuxhorn, G. E. Ayala, M.J. Smith et al., Clin. Cancer Res 8, 
2912-2923, 2002.) 


mores tanto em camundongos quanto em humanos (Figura 13.39). De certo modo, sinais 
angiogenicos sao remetidos por celulas cancerosas benignas atraves de poros na membrana 
basal (BM) com o objetivo de encorajar angiogenese aumentada no lado do estroma dessa 
membrana. Outros sinais, ainda, transmitidos atraves da membrana basal, recrutam miofi¬ 
broblastos para o estroma mais proximo (Figura 13.40). Conforme lemos anteriormente, 
esses miofibroblastos podem tambem ajudar a estimular a angiogenese. 


Figura 13.41 Angiogenese antes e apos a 
aquisigao de invasividade A angiogenese 
tumoral e circunscrita enquanto o 
carcinoma humano permanece benigno. 
Entretanto, uma vez que se torna invasivo, 
a intensidade da angiogenese aumenta, 
levando a uma alta densidade de capilares 
(marram) passando ao longo do seu 
caminho atraves dos tumores. (A) Os 
capilares que tocam uma lesao neoplasica 
intra-epitelial de prostata benigna (PIN) sao 
muito menos do que aqueles em urn 
carcinoma de prostata invasivo (direita). (B) 
Similarmente, aqueles em urn ducto 
benigno de carcinoma de mama in situ 
(DCIS: esquerda) sao muito menos do que 
aqueles em carcinoma de ducto invasivo 
(direita). (A, cortesia de J. Folkman; B, de 
N. Weidner, J.P Semple, W.R. Welch e J. 
Folkamn, N. Engi. J. Med. 324:1-8, 1991.) 
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Contudo, essa angiogenese recente e circunscrita, e esta claro que angiogenese intensiva pode 
comepar somente quando celulas cancerosas se tornam invasivas, penetram na membrana 
basal e adquirem contato fntimo direto com celulas do estroma (Figura 13.41). Isso sugere 
que invasividade tumoral e angiogenese intensiva sao processos que freqiientemente ocorrem 
acoplados. Estudaremos invasividade tumoral em mais detalhes no proximo capi'tulo. 

Em muitos tipos de tumor humano, a densidade de capilares por campo microscopico 
aumenta concomitantemente com o aumento do grau de malignidade. Por exemplo, 
dentro de carcinomas de mama humanos que ja cresceram em tamanho consideravel, 
aqueles que foram arranjados para atrair densas redes de capilares para si sao indicativos, 
em media, de um prognostico pior do que aqueles que sao pouco vascularizados (Figura 
13.42 A). Alem disso, pacientes com tumor de mama que expressam grandes quantida- 
des de VEGF (alem de HER2) tambem encontram pessimo diagnostico e tratamento 
inicial (Figura 13.42 B). No geral, isso sugere que a troca angiogenica e apenas a primei- 
ra de muitas series que impedem tumores de se tornarem progressivamente mais angio- 
genicos e, entao, aumentarem a vascularizapao. 

Essas correlapoes impressionantes sao, na verdade, susceti'veis a duas interpretapoes alternati- 
vas. E possi'vel que a vascularizapao intensa permita que celulas cancerosas crespam mais 
agressivamente, levando aos resultados clmicos pobres. Alternativamente, intensa angiogene¬ 
se e apenas um marcador de um fenotipo agressivo, mas nao esta casualmente envolvida no 
direcionamento da malignidade de alto grau. Dados cli'nicos dispom'veis nao permitem uma 
resolupao clara entre essas alternativas. 

Falamos da troca angiogenica como se pequenos numeros de celulas entre um tumor sofressem 
essa troca e proliferassem para, no final das contas, possuirem domi'nio entre a massa tumoral, 
transmitindo, assim, o fenotipo angiogenico ao tumor como um todo. De fato, a analise de celulas 
isoladas a partir de tumores humanos explanados indica boa heterogeneidade na forpa angiogeni¬ 
ca de subpopulapos diferentes de celulas cancerosas em um dado tumor, com certas celulas 
cancerosas sendo altamente angiogenicas, enquanto outras sao muito pouco. Mesmo entre 


(A) 



(B) 



Figura 13.42 Resultado olinioo e 
intensidade da angiogenese (A) 

Carcinomas de mama foram analisados 
pela densidade dos capilares (contagem 
de microvasos), que e determinada pelo 
numero de capilares por campo 
microscopico. Este grafico de Kaplan-Meier 
demonstra que aqueles pacientes nos 
quais os tumores tiveram um aumento na 
contagem de microvasos mais alto nos 
seus tumores (curva azul) tiveram 
acentuadamente menor probabilidade de 
sobreviverem livres de doengas nos 20 
anos seguindo o diagnostico inicial do que 
aqueles cujos tumores tiveram menor 
contagem de microvasos {curva vermelha). 
(B) Como indicado anteriormente (veja a 
Figura 4.6), pacientes com cancer de 
mama cujos tumores superexpressam 
FiER2/Neu tern acentuadamente um 
prognostico mais pobre do que aqueles 
que nao o possuem. No grupo analisado 
aqui, todos os pacientes apresentaram 
celulas cancerosas metastaticas em um ou 
mais nbdulos linfaticos drenando a mama. 

A diferenga na sobrevivencia e ainda mais 
dramatica quando os niveis de VEGF 
produzidos por seus tumores sao tambem 
medidos. Neste estudo clinico, 
reiativamente pequeno, mais de 80% dos 
pacientes cujos tumores expressaram baixo 
nivel basal de ambos, VEGF e FIER2/Neu, 
estavam vivos oito anos apos o 
diagnostico. Ao contrario, apenas 35% dos 
pacientes cujos tumores expressaram 
elevados niveis de ambos, FiER2/Neu e 
VEGF, continuavam vivos neste periodo. (A, 
de R. Fleimann e S. Flellman. J. Clin. Oncol. 
16:2686-2692, 1998; B, de G. E. Konecny, Y. 
G. Meng, M. Untch et ai., Clin. Cancer Res. 
10:1706-1716, 2004.) 


Figura 13.43 Graus heterogenios de 
vascularizagao em uma popuiagao de 
celuias tumorais (A) Quando uma popuiagao 
de celulas em uma linhagem celular de 
lipossarcoma humana foi submetida a 
clonagem de celula unica (nos quais as 
celulas em cada resultado de clone celular 
derivam todas de um ancestral comum), as 
varias populagoes de celulas clonadas 
apresentaram muitas habiiidades 
diferenciadas para formar tumores {curva 
individual) quando implantadas dentro de 
camundongos imunocomprometidos. (B) 
Quando os tumores resultantes sao 
analisados por densidade dos microvasos 
(microvasos por campo microscopico) e 
volume do tumor, desenhado 
logaritmicamente aqui, se torna claro que 
elas tern muitas capacidades angiogenicas 
diferenciadas, e que a angiogenese e 
provavelmente determinante da taxa limitante 
da habilidade de formar tumores. (De E.G. 
Achilles, A. Fernandez, E.N. Allred et al., J. 
Natl. Cancer Inst. 93:1075-1081, 2001.) 
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Figura 13.44 Angiogenese defeotiva de 
tumor em camudongos Idl +/'ld3'^' 
Camudongos mutantes (Id MUT), os quais 
nao possuem tres das quatro copias do 
gene Id (e tem urn genotipo WI+f/c/S-F), 
apresentam moblllzagao defeituosa das 
celulas precursoras endotellals (EPCs) da 
medula ossea e, alem disso, urn 
recrutamento defeituoso de EPCs 
circulantes dentro dos tumores que eles 
podem carregar. (A) Camundongos tlpo 
selvagem (wt) que possuem carcinoma 
pulmonar de Lewis (LLC) desenvolvem 
rapidamente tumores crescentes (curva 
vermelha), enquanto aqueles da cepa 
mutante (Id MUT) sao Incapazes de 
suportar crescimento vigoroso de tumor 
{curva marrom). Esse defeito e 
essencialmente revertido se a medula 
ossea (BM) de camundongos mutantes e 
ellmlnada por Irradlagao e substitulda por 
por uma medula ossea tlpo selvagem 
transplantada {curva azul, wt BM Irr Id 
MUT), Indicando que o recrutamento de 
celulas derivadas da medula ossea e 
defeituoso nos camundongos mutantes e e 
responsavel pela Incapacldade de 
crescimento de tumor. (B) Esse 
recrutamento defeituoso pode ser 
locallzado pelo uso de tomadas de Matrigel 
(urn material da matriz extracelular) que 
foram impregnadas com VEGE e entao 
Implantadas subcutaneamente. Tals 
tomadas sao capazes de recrutar 
vascularizagao nova quando Implantadas 
em camundongos tlpo selvagem 
{esquerda), mas nao em camundongos 
mutantes {centra). Entretanto, se os 
camundongos mutantes receberem urn 
enxerto de celulas da medula ossea tlpo 
selvagem, o defeito e curado, e a 
angiogenese dentro dessas tomadas torna- 
se comparavel aquelas vistas em 
camundongos tlpo selvagem (direita). (De 
D. Lynden, K. Hattori, S. Dias et al., Nat 
Med. 7:1194-1201, 2001.) 




linhagens celulares tumorais, populagoes individuais de cdulas clonadas mostram um poder angi- 
ogenico muito diferenciado quando enxertados in vivo (Figura 13.43). Isso ja introduz outra 
ideia: que em uma massa tumoral, depois de pular da troca angiogenica, as celulas cancerosas 
fracamente angiogenicas contam com a ajuda dos seus amigos - seus vizinhos fortemente angio- 
genicos - com o objetivo de adquirir vascularizagao adequada. 

A troca angiogenica pode ter efeitos que se estendem muito alem das mediagoes vizinhas do 
tumor. Primeiro, os vasos sangiimeos associados ao tumor que sao formados podem ser gerados 
diretamente a partir de vasos existentes em tecido normal adjacente. Nesse estagio, e provavel que 
as celulas endoteliais que formam esses novos capilares aparegam por meio da proliferagao de 
precursores de cdulas endoteliais que residem nesses vasos ja formados. Entretanto, como a pro- 
gressao do tumor, nova vascularizagao e provavelmente baseada no recrutamento de cdulas pre¬ 
cursoras endoteliais (EPCs) que se originam na medula e viajam pela circulagao ate a massa tumoral. 


VEGF liberado dentro da circulagao por um tumor estimula a produgao de EPCs na medula 
ossea e ajuda a atrair EPCs para a massa tumoral. Como descrito anteriormente (Segao 13.4), 
fator 1 derivado de estroma (SDF-1, tambem chamado CXCL12), o qual e liberado por 
miofibroblastos do estroma, pode tambem ajudar nesse recrutamento. Uma vez que chegam 
a massa tumoral, os EPCs sao induzidos a diferenciarem-se em cdulas endoteliais funcionais 
e construirem a vascularizagao associada ao tumor. Analises detalhadas mostraram que a 
proporgao de celulas endoteliais derivadas da circulagao de EPCs {versus aquelas que se de¬ 
senvolvem a partir dos capilares ao redor) variam muito de um tipo de tumor para outro. 


Essas dinamicas de recrutamento de EPC sao dramaticamente ilustradas pelo comportamen- 
to de camundongos em que faltam uma copia do gene Idl e ambas as copias do gene Idh. 
Lembre que esses genes Id codificam fatores de transcrigao regulando a diferenciagao de uma 
variedade de tipos celulares (Segao 8.11). Muitos desses camundongos mutantes sobrevivem 
ate a fase adulta e apresentam um fenotipo muito peculiar: eles sao defeituosos em neoan- 
giogenese e nao permitirao que inumeros tipos de tumores enxertados cresgam (Figura 13.44A). 

O defeito nesses camundongos Idl*^'Id3'^' pode ser curados por transplante de celulas-tronco 
tipo selvagem dentro de sua medula ossea (veja a Figura 13.44A). Alternativamente, o grupo 
de celulas-tronco da medula ossea cuja produgao em geral e estimulada por altos mVeis de 
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VEGF circulante pode ser colhido de urn camundongo tipo selvagem e transplantado dentro 
da medula ossea de camundongos ldl*^'ld3'^'. Esses camundongos logo gerarao grandes nii- 
meros de celulas precursoras endoteliais (EPCs) em sua circula^ao e, seguindo a implanta 9 ao 
de celulas cancerosas, desenvolverao tumores de crescimento rapido. Juntas, tais informa^oes 
indicam que esses tumores contam com VEGF para mobilizar EPGs a partir da medula ossea 
(Figura 13.44B) e para recrutar as celulas circulantes resultantes dentro do estroma tumoral. 
Esses achados, assim como outros demonstrando recrutamento de precursores de miofibro- 
blastos dentro do estroma tumoral (Barra lateral 13.3), mostram que tumores primarios po- 
dem estender seu alcance no corpo muito antes de entrarem em mestastase. 


13.9 A angiogenese e normalmente suprimida por inibidores 
fisiologicos 

Em processes fisiologicos afinados, as a 96 es de efetores positives devem ser contrabalan^ea- 
das por reguladores negatives. Lemos muito sobre os efetores positives de angigogenese, tal 
como VEGF e bFGF; porem, seus antagonistas permaneceram nos bastidores ate agora. Eles 
sao tao interessantes e importantes quanto os fatores angiogenicos cujas a 96 es eles antagonizam. 

Durante o processo de cura de ferimentos, por exemplo, a enorme quantidade de angio¬ 
genese que e requerida para reparar o sftio da lesao deve ser desligada, uma vez que 
capilares formados recentemente alcan^aram a densidade suficiente para suportar a fun- 
^ao tecidual normal. Esse desligamento e ativado, pelo menos em parte, pela supressao 
da forma^ao do fator de transcri^ao HIF-1. Sua forma^ao e induzida sob condifoes de 
hipoxia, sendo revertida uma vez que a oxigena^ao normal no local da lesao tenha sido 
restabelecida (veja a Se^ao 7.12). 

Alem disso, diversos componentes da matriz extracelular sao usados pelos tecidos para bloquear 
ativamente a angiogenese excessiva (Tabela 13.3). O componente melhor caracterizado e a protei'na 
trombospondina -1 (Tsp- 1 ), a qual e secretada por muitos tipos celulares para dentro do espa^o 
extracelular circundante, em que forma homotn'meros e desempenha diversas fun^oes distintas. 
Mais importante para nossa discussao, Tsp-1 associa-se a um receptor (chamado GD36) que e 
apresentado nas superficies de celulas endoteliais e interrompe a prolifera^ao destas. Alem disso, 
pesquisas indicam que o tratamento de celulas endoteliais com Tsp -1 faz com que elas liberem o 
ligante Fas (FasL), a protei'na sinalizadora pro-apoptotica que age ligando-se ao receptor de morte 
Fas. Lembre que, esta ultima, uma vez ligada a seu ligante, ativa uma cascata de caspase intracelu- 
lar que desencadeia a apoptose (Se^ao 9.14). Portanto, uma vez que Tsp-1 faz com que celulas 
endoteliais liberem FasL, este pode agir de forma autocrina para desencadear a morte de tais 
celulas quando elas tambem apresentam o receptor Fas. 

De maneira interessante, o receptor Fas e apresentado em celulas endoteliais que estao ativa¬ 
mente se proliferando ou tenham recentemente gerado prolifera^ao, mas essa apresenta 9 ao e 
suprimida uma vez que tais celulas tenham formado capilares maduros e recuado para quies- 
cencia (Figura 13.45 A). Isso parece explicar um grande aspecto intrigante do comportamen- 
to de Tsp- 1 : ele inibe seletivamente e causa regressao de capilares recentemente formados e 
crescentes, mas tern pouco efeito nos ja formados, capilares maduros. De fato, diversos outros 
fatores naturais antiangiogenicos tambem parecem exibir tal seletividade. As a^oes desses 
outros agentes antiangiogenicos parecem, mais uma vez, depender sobretudo da ativa^ao da 
cascata de caspases pro-apoptoticas em celulas endoteliais, ja que compostos que inibem a 
enzima caspase tambem protegem as celulas endoteliais a partir do efeito antiangiogenico de 
Tsp -1 e outros bloqueadores naturais da angiogenese. 

A transcrifao do gene Tsp-1 e muito induzida pela p53, ostensivamente como parte de res- 
posta de emergencia mediada por p53 que leva a um desligamento generalizado de prolifera- 
fao celular e crescimento de tecido. Contrariamente, a perda da fun^ao da p53, que e vista na 
maioria de todos os tumores humanos (Capi'tulo 9), leva a um decrescimo substancial dos 
m'veis de Tsp- 1 . Isso permite a indu^ao da angiogenese por celulas que normalmente seriam 
impedidas de tal a^ao pelas altas concentra^oes de Tsp -1 em matriz extracelular circundante. 
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Tabela 13.3 Inibidores endogenos da angiogenese 


Inibidor 

Desorigao 

A. Derivados de matriz extracelular 
Arrester! 

Fragmento de cadeia a., de colageno tipo IV membrana 

Canstatina 

basal vascular 

Fragmento de cadeia aj de colageno tipo IV de 

EFC-XV 

membrana basal vascular 
fragmento de colageno tipo XV 

Endorrepelina 

fragmento de perlecano 

Endostatina 

fragmento de colageno tipo XVIII 

Anastelina 

fragmento de fibronectina 

Fibulina 

fragmento de proteina de membrana basal 

Trombospondina tipo 1 e 2 

glicoproteinas ECM 

Tumstatina 

fragmento de cadeia a3 de colageno tipo IV 

Condromodulina-I 

componente de cartilagem EMC 

Troponina 1 

componente de cartilagem EMC 

B. nao-derivados da matriz 

Fatores de crescimento e citoquinas 
Interferon-a (INF- a) 

Citocina 

Interleucinas (IL-1 |3, -12, -18) 

Citocina 

Pigmento de fator derivado 

Fator de crescimento 

de epitelio (PEDF) 

Fator plaquetario-4 

liberado por plaquetas durante a degranulagao 

Outros tipos 

Angiostatina 

fragmento de plasminogenio 

Antitrombina III 

fragmento de antitrombina III 

2-l\/letoxiestradiol 

metabdiito endogeno de estradiol 

PEX 

fragmento de MMP-2 

Plasminogenio kringle 5 

fragmento de angiostatina 

Fragmento de prolactina 

fragmento de clivagem especifica 

Protrombina kringle 2 

fragmento de protrombina 

sFlt-1 

forma solijvel de VEGF-R1 (=Flt-1) 

TIM P-2 

inibidor de metaloproteinase - 2 

TrpRS 

fragmento de triptofano yl-tRNA Sintetase 

Vasostatina 

Fragmento de calreticulina 


Adaptada de R Nyberg, L. Xie e R. Kalluri, Cancer Res. 65:3967-3979, 2005. 


A oncoprotema Ras, atuando por meio de uma cascata complexa de sinalizagao, atua de 
forma oposta, ja que causa a repressao da expressao do gene TSPl. A ausencia resultante de 
mVeis significativos de Tsp-1 pode tambem contribuir substancialmente para o elevado po- 
der angiogenico de celulas de ras transformadas em comparagao com seus vizinhos normals. 
Em um estudo de melanomas emergentes em camundongos transgenicos, a expressao do 
oncogene W-ras, o qual foi usado para iniciar esses tumores, foi reprimido apos os tumores 
terem crescido ate tamanho consideravel. Tais tumores colabaram logo apos isso, e esse colap- 
so foi diretamente caracterizado pela sua perda de vascularizagao funcional, a qual comegou 
a se desintegrar dentro de seis boras apos a perda de fun^ao da Ras (Figura 13.45B). A rapida 
entrada observada em apoptose de celulas endoteliais que formam a vascularizagao do tumor 
precedeu qualquer declmio nos m'veis de VEGF (os quais promoveram os sinais de sobrevi- 
vencia para as celulas endoteliais). Enquanto nao demonstrado nesse experimento direta¬ 
mente, parece que essa apoptose derivada da reexpressao rapida de Tsp -1 e que segue proxima 
na diregao do fechamento da Ras. 

Tsp-1 e certamente um governante majoritario da angiogenese, mas, como dito anteriormen- 
te, e apenas um de uma grande coorte de inibidores da angiogenese que sao encontrados nos 
espagos entre as celulas (veja a Tabela 13.3). A existencia de diversas outras moleculas antian- 
giogenicas foi primeiro sugerida pelas observa 96 es do comportamento de certos tumores 
primarios e suas metastases derivadas. Em alguns modelos de tumorogenese em camundon- 
go, metastases foram encontradas permanecendo pequenas, enquanto o tumor primario que 
elas geraram continuou crescendo. Entretanto, no momento em que o tumor primario foi 
cirurgicamente removido, a metastase come^ou a crescer vigorosamente. Esse comportamen¬ 
to tambem foi relatado por cirurgioes de cancer, os quais observaram que apos remo^ao 
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(A) 


pericito 


vaso 

sanguineo/ 

capilar 



celulas 

endoteliais 


I — membrana 
basal 
vascular 


agente 

angiogenico 


^ OU \ 


celula endotelial celula endotelial 

recem-formada madura 



1 

C3 


apoptose 


(B) 



FIgura 13.45 Trombospondina, sobrevlvenola de celulas 
endoteliais e tumorogenese (A) A estimulagao de celulas 
endoteliais inertes com agentes angiogenicos, tais como VEGF 
ou bFGF criam celulas endoteliais ativas em crescimento {ramo 
da esquerda), que, em seguida, expressam o receptor de morte 
de Fas na sua superficie. Tratamento subsequente de celulas 
endoteliais recem-formadas e maduras com Tsp-1 (azu!) faz 
com que ambos os grupos de celulas secretem FasL {verde), o 
ligante do Fas. Entretanto, devido a apenas celulas endoteliais 
ativadas disporem de receptor Fas, este e preferencialmente 
induzido a entrar em apoptose por Tsp-1. Isso parece explicar 
por que Tsp-1 pode bloquear novas angiogeneses, mas tern 
efeitos relativamente minimos na vascularizagao recem- 
construida, em que celulas endoteliais sao raramente 
envolvidas no crescimento ativo. (B) A perda da expressao do 
oncogene ras pode levar ao aumento rapido na expressao Tsp- 
1. Isso pode explicar porque nos modelos de camundongos 
trangenicos com desenvolvimento de melanoma o 
desligamento da expressao do oncogene ras em tumores ja 
formados leva ao rapido colapso da vascularizagao associada 
ao tumor e a regressao do tumor. Aqui, ensaio de TUNEL para 
apoptose revela celulas endoteliais apoptbticas dentro de urn 
capilar de urn melanoma regressivo. (A, adaptada de O.V. 
Volpert, T. Zaichuk, W. Zhou et at, Nat. Med. 8:349-357, 2002; B, 
de L.Chin, A. Tam, J. Pomerantz et at. Nature 400:468-472, 
1999.) 


ciriirgica bem-sucedida de um tumor primario, mimeros substanciais de metastases puderam 
repentinamente brotar e fluorescer, ocorrendo em um pen'odo de meses. 

Tais observagoes sugeriram que algum tipo de substancia inibitoria liberada pelo tumor pri¬ 
mario agiu, via circulagao, para suprimir a proliferagao de ninho de cdulas metastaticas dis- 
tantes. Mais especificamente, esses fatores inibitorios, independentemente da sua natureza, 
pareceram bloquear a angiogenese nesses crescimentos secundarios, os quais falharam na 
expansao para um diametro de mais que inumeras dezenas de um mili'metro. Uma vez que o 
tumor primario foi excisado, o(s) fator(es) inibit6rio(s) hipotetico(s) desapareceu da circulagao, 
removendo algum obstaculo do crescimento de mestastases ja disseminadas. 

O isolamento subsequente desses fatores circulantes, inicialmente a partir da urina de ani- 
mais com tumor, rendeu o intensivo estudo de moleculas de angiostatina e endostatina. A 
determinagao da seqiiencia de aminoacidos dessas duas protei'nas indicou que elas surgem 
como produtos clivados de protei'nas familiares da matriz extracelular (ECM) ou plasma. 
Com o passar do tempo, ainda outras substancias antiangiogenicas foram isoladas (veja a 
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Barra lateral 13.8 TlMPs suprimem a 
angiogenese de varias maneiras Eviden- 
cias acumuladas indicam que TlMPs 
podem agir em outros alvos moleculares 
alem das MMPs. Por exemplo, VEGF e 
receptores do fator de crescimento de 
fibroblastos (FGF), os quais sao reque- 
ridos para a resposta de celulas endote- 
liais para esses dois fatores de cresci¬ 
mento angiogenico cn'ticos, sao tambem 
inibidos por TlMP-2. Evidencias indi¬ 
cam que esses receptores antagonistas 
procedem atraves de uma rota indireta 
completa: TlMP-2 se liga a uma inte- 
grina de superflcie celular e, apos, atua 
via sua cauda citoplasmatica, ativa uma 
fosfatase intracelular que progride a des- 
fosforila^ao e entao desliga a sinalizaqao 
pelos receptores VEGF e FGF. Essas ati- 
vidades antineoplasicas diversas de 
TlMPs fazem delas agentes atrativos para 
desenvolvimento de terapeuticos anti¬ 
cancer. Entretanto, mesmo com nume- 
rosos projetos de pesquisas em desenvol¬ 
vimento, nenhum dos TlMPs ou analo- 
gos de TIMP mostrou ser um antago- 
nista viavel de desenvolvimento de tu¬ 
mor quando usado na cli'nica. 


Tabela 13.3), muitas das quais sao tambem formadas por proteolise de protemas extracelula- 
res. Juntas, essas descobertas sugerem como a angiogenese procede em tecidos normals du¬ 
rante desenvolvimento e injuria, processo que e eventualmente encurtado pelo acumulo de 
fragmentos de protema antiangiogenica no espa^o extracelular. Essas substancias antiangio- 
genicas ocorrendo naturalmente podem entao ser descritas como componentes importantes 
nos ciclos de feedback negativo, operando para assegurar que a vascularizagao excessiva de um 
tecido nao ocorra. 

Em mais detalbes, a membrana basal especializada circundando capilares e a fonte de 
varias protemas que tern potente poder antiangiogenico. A clivagem proteolltica do co- 
lageno XVIII gera o fragmento C-terminal de 20kD que foi descoberto como endos- 
tatina. Ainda outro, tumstatina, deriva da clivagem de uma das cadeias de colageno IV 
(que constitui metade da membrana basal do capilar), gerando um fragmento de 28kD. 
A clivagem de colageno IV gera tambem outro fragmento antiangiogenico chamado ar- 
resten. E a clivagem do plasminogenio (o precursor de uma protease plasmina envolvida 
na ativa^ao da coagulagao) gera o fragmento interno de 38kD conhecido como angiosta- 
tina. 

Outra classe importante de protemas naturals antiangiogenicas funciona como antagonista 
das metaloproteinases da matriz (MMPs). VEGF estimula a produ 9 ao localizada de MMPs 1 
a 4, que permite o elongamento dos capilares para penetrar a matriz extracelular entre as 
celulas. Uma classe de protemas secretadas, chamadas de inibidores de tecido de metalopro¬ 
teinases (TlMPs), podem impedir esse alongamento pelo bloqueio da a^ao destas e de outras 
MMPs. Por exemplo, for^ando a expressao ectopica de TIMP-2 em celulas tumorais, pesqui- 
sadores bloquearam o poder angiogenico e depois tumorogenico dessas celulas. Entretanto, o 
mecanismo precise pelo qual TIPMs bloqueiam a angiogenese permanece nao claramente 
resolvido (Barra lateral 13.8). 

De forma argumentavel, o inibidor natural de angiogenese mais bizarro e uma forma 
variante de triptofanil-tRNA sintetase. Essa enzima e normalmente responsavel por car- 
regar o tRNA do aminoacido triptofano e, no entanto, e um dos componentes principals 
do aparato de slntese proteica. Entretanto, uma versao de splicing alternativo de mRNA 
que codifica essa enzima leva a uma forma truncada de tal protei'na, chamada mini Tr- 
pRS, que e secretada pelas celulas; essa produfao e induzida por tratamento com inter¬ 
feron das celulas. Essa protema, que pode especificamente enganar a apoptose de celulas 
endoteliais, e um exemplo do uso oportunista, pela evolugao, de qualquer substancia 
para solu^ao de certos problemas biologicos. 

Quando integradas, tais observagoes muito diferentes sobre reguladores fisiologicos de an¬ 
giogenese reforfam a ideia, citada anteriormente, de que angiogenese nao e um estado bina- 
rio - nem ligado nem desligado. Ao contrario, diferentes tipos de celulas tumorais adquirem 
muito ou pouco poder angiogenico, e, mesmo em um tumor especffico, as celulas tumorais 
sao parecidas, apresentando diferentes habilidades para atrair vascularizaQo. Tal comporta- 
mento e explicado por um esquema (Figura 13.46) no qual o balan^o entre fatores pro e 
antiangiogenicos determinam se neoangiogenese ira proceder e, se proceder, como regioes 
intensas de um tumor se tornarao vascularizadas. 


13.10 Certas terapias antiangiogenicas sustentam boas promessas 
para o tratamento do cancer 


Quanto mais complexo um sistema se torna, mais vulneravel e para os varios tipos de disrup- 
9 ao. O processo de angiogenese, conforme descrito, claramente se encaixa na classe de siste- 
mas altamente complexes, como mostrado por sua dependencia em miiltiplos tipos celulares 
e moleculas de sinaliza 9 ao. De fato, enquanto descobrimos importantes fatores angiogenicos, 
existem pelo menos uma duzia envolvidos na regulagao de varias etapas de morfogenese 
vascular (veja a Tabela 13.2). 
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ligado 


desligado 


# Ativadores 

VEGF-A 
VEGF-B, C 
FGF1 (aFGF) 
FGF2 (bFGF) 
Outros FGFs 
Etc. 


9 Inibidores 

Tromboespondina-1,2 
Interferon a/b 
Angiostatina 
Endostatina 

Fragmentos de colageno tipo IV 
Etc. 


Figura 13.46 Balanoeando a troca 
angiogenica Este diagrama apresenta os 
malores reguladores fisloibgicos que 
trabalham para promover ou inibir a 
anglogenese dentro de tecldos e indica que 
esse e o balango entre esses dois grupos 
de reguladores que determlnam se a 
anglogenese precede ou nao. Enquanto a 
troca angiogenica e descrita aqui 
essenclalmente como uma decisao blnaria 
llgado-desllgado, de fato a vascularizagao 
que cresce dentro de uma massa tumoral 
apos a troca ter sido ativada apresenta 
varlas graduagoes de desenvolvimento. (De 
D. Flanahan e J. Folkman, Cell 86:353-364, 
1996, e cortesia de D. Flanahan.) 


Para aqueles pesquisadores com interesse no desenvolvimento de novos tipos de terapias 
anticancer, essa complexidade oferece mriltiplos alvos para intervengao. Em particular, tera¬ 
pias altamente almejadas podem ser desenvolvidas para inibir varies tipos celulares que par- 
ticipam da angiogenese, assim como os mriltiplos canals de sinalizagao pelos quais eles se 
intercomunicam. Ja que tumores dependem absolutamente da angiogenese para crescerem 
acima de certo tamanho (-0,2 mm de diametro), qualquer sucesso no bloqueio da angioge¬ 
nese ou na nao produgao de produtos da angiogenese deveria representar uma estrategia 
altamente efetiva para tratamento do cancer. Tumores microscopicos deveriam ser impedidos 
de atingir um crescimento maior, enquanto grandes tumores deveriam softer colapso uma 
vez que seu fornecimento sangiilneo ja estabelecido tivesse se desintegrado. 

Em princi'pio, terapias antiangiogenicas tern uma vantagem maior do que aquelas direciona- 
das de celulas neoplasicas entre tumores. Como iremos aprender no Capftulo 16, uma das 
grandes ftustagoes de drogas anticancer desenvolvidas veio do fato de que, mais cedo ou mais 
tarde, tumores que responderam inicialmente a um tratamento de drogas irao recair e se 
tornar refratarios (resistentes) aos tratamentos seguintes pela droga. Quase sempre, tais reci- 
divas podem ser tragadas pelo surgimento das variantes resistentes as drogas entre populagoes 
de celulas tumorais; essas variantes surgem com uma fteqiiencia quase previsi'vel e progridem 
para proliferar e regenerar agressivamente massas tumorais em crescimento. O surgimento 
dessas variantes resistentes a drogas parece ser uma das conseqiiencias dos genomas altamente 
instaveis de celulas cancerosas (veja as Segoes 12.11 e 12.12) e de sua resultante habilidade 
para gerar mutantes em alta fteqiiencia. 

Muitas terapias antiangiogenicas, em contraste absolute, estao direcionadas a matar celulas gene- 
ticamente normals que foram recrutadas para dentro de massas tumorais e escolhidas pelas celulas 
tumorais para fazer sua ligagao. Ha varias razoes para acreditar que celulas endoteliais de tumores 
possuem genomas normals e estaveis e, portanto, sao fenotipicamente estaveis. Entao, terapias de 
drogas direcionadas contra essas celulas nao sao, provavelmente, selecionadas para crescimento de 
variantes resistentes a droga, e tumores nao deveriam, em teoria, se tornarem refratarios para 
terapias de drogas antiangiogmicas (veja, entretanto, a Barra lateral 13.9). 

Esse interesse no tratamento de celulas endoteliais associadas ao tumor e favorecido pela 
biologia peculiar de tais celulas. Elas sao continuamente formadas e perdidas entre a massa 
tumoral, com tempo de vida tao curto quanto uma semana, enquanto suas contrapartes que 
delineiam vasos sangui'neos normals em qualquer lugar do corpo raramente se dividem e tern 
tempo de vida em torno de centenas de dias, algumas chegando a sete anos. Celulas do ciclo 
celular (p. ex., celulas em diregao ao ciclo celular ativo) sao, quase sempre, muito mais sensi- 
veis a morte induzida por droga do que as celulas quiescentes. For essa razao, terapias citoto- 
xicas direcionadas contra celulas endoteliais deveriam ter efeitos drasticos na vascularizagao 
associada ao tumor, mas deixando vasos sangui'neos localizados em qualquer outro lugar do 
corpo ilesos (menos para a cavidade citada na Barra lateral 13.9). 
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Barra lateral 13.9 Tumores podem enganar mesmo as melhores tera- 
pias antiangiogenicas Muitos dos atrativos das terapias antiangiogeni- 
cas vem da probabilidade de que celulas-alvo, especialmente celulas en- 
doteliais, nao sao razoaveis para gerar variantes resistentes as drogas. A 
complexidade de sinaliza^ao heteron'pica pode, entretanto, permitir aos 
tumores iludir mesmo a mats inteligente terapia antiangiogenica. Ima¬ 
gine, por exemplo, que planejamos uma estrategia para bloquear a si- 
naliza^ao de VEGF que e muito cn'tica para a forma^ao de novos vasos 
em um tumor e para a sua manuten^ao subseqiiente (desde que VEGF 
seja requerido para a sobrevivencia de celulas endoteliais). Um tumor 
tratado dessa maneira deveria rapidamente ter um colapso, ja que seu 
capilar fixado se desintegrara. De fato, tal resposta somente foi observa- 
da em camundongos Rip-Tag que desenvolveram tumores de ilhotas 
pancreaticas (veja a figura 13.37). Quando tratados com um anticorpo 
anti-VEGF-R2, seus tumores regrediram mais do que 50%. Entretan¬ 
to, as celulas tumorais residuals sobreviventes responderam por gera^ao 
de variantes que adquiriram habilidade para produzir niveis elevados 
de fatores angiogenicos. Esses fatores de crescimento entao suplemen- 
taram VEGE como o principal condutor de sinais a patir dos tumores 
de ilhota para celulas endoteliais e progrediram na ativa^ao da regene¬ 


ra^ao da vasculariza 9 ao e, ao contrario, renascem de um vigoroso tu¬ 
mor em crecimento. De acordo com isso, estrategias antiangiogenicas 
verdadeiramente efetivas irao requerer a inibi 9 ao de miiltiplas rotas an- 
giogenicas. 

Terapias antiangiogenicas tambem sao atrativas por causa de seu 
seletivo potencial para matar as celulas endoteliais em prolifera^ao den- 
tro dos tumores, ja que muitos vasos sangUineos nesses crescimentos 
parecem estar em estado constante de forma^ao e colapso, e sao entao 
susceti'veis a drogas citotoxicas que podem deixar as celulas endoteliais 
quiescentes em tecidos normais intocaveis. Por exemplo, dramatica- 
mente contrastando, estados de crescimento normal e vasos sangiii- 
neos associados a tumor podem ser vistos em muitos modelos de 
canceres de camundongos, nos quais tumores enxertados expandem 
rapidamente. Entretanto, e possi'vel que muitos dos vasos dos tumores 
de crescimento lento em humanos tenham existido por anos e entao 
tenham tido tempo suficiente para consolidar-se e amadurecer den- 
tro de vasos robustos e bem-estruturados nos quais celulas endote¬ 
liais trocam lentamente. Esses vasos associados ao tumor podem ser 
resistentes a drogas antiangiogenicas como os vasos sangUineos nor¬ 
mais em outro lugar do corpo. 


Iremos aprender em maior detalhe os prindpios da terapia anticancer mais tarde, no Capitu- 
lo 16, mas teremos, neste capi'tulo, a oportunidade de descrever os detalhes de terapias emer- 
gentes que sao direcionadas especificamente contra a vasculariza^ao associada ao tumor. Al- 
guns desses primeiros esfor^os nessa area vieram de experimentos nos quais inibidores natu- 
rais antiangiogenicos mencionados anteriormente foram usados para tratar tumores nascidos 
em camundongos. 

Ja que esses agentes, assim como angiostatina e endostatina, sao nativos do corpo, eles tern a 
vantagem de serem razoavelmente bem-tolerados sem os efeitos colaterais toxicos. Eles nao 
tern efeito virtual na prolifera^ao in vitro de uma variedade de celulas e, ao contrario, sao 
biologicamente ativos somente em celulas endoteliais que estao ativamente participando da 
neoangiogenese in vivo. Alem disso, tais protei'nas podem persistir por algum tempo na cir- 
culagao, aumentando a exposigao da vascularizagao tumoral aos seus efeitos antiangioge¬ 
nicos. Um lado negativo, da sua produgao em grande quantidade, como as outras protei'nas, 
e o custo e desafio, e seu mecanismo precise de agao tern sido elusive. 

Ambas, angiostatina e endostatina, tern apenas efeitos modestos no bloqueio de trocas 
angiogenicas no pancreas de camundongos Rip-Tag (Se^ao 13.7). Mas, quando aplicada 
em pequenos tumores ja vascularizados, a endostatina reduz mais que 80% do seu cres¬ 
cimento subseqiiente, enquanto a angiostatina reduz seu tamanho em 50%. Quando 
tumores grandes, bem-estabelecidos, foram tratados com um dos dois agentes, efeitos 
relativamente pequenos foram vistos, mas, quando os dois foram introduzidos juntos, 
causaram uma redugao de 75% da massa de tais tumores. O tratamento de camundon¬ 
gos com endostatina de longa dura^ao influenciando tumores formados de uma linha- 
gem celular de carcinoma de pulmao levou a regressao dos tumores. Esse sucesso deveria 
sugerir que a endostatina pode ser usada como uma terapia altamente efetiva na cb'nica 
oncologica. Entretanto, respostas como essas em camundongos sao raramente previsi'veis 
de eficiencia similar na cli'nica oncologica. Algumas respostas dramaticas foram reporta- 
das seguindo tratamento de endostatina em um pequeno niimero de pacientes tratados 
nos exames clmicos anteriores. 

Ainda outra classe de antagonistas angiogenicos naturais (veja a Tabela 13.3) sao os interfe¬ 
rons, que sao normalmente estudados no contexto de sua babilidade para modular as ativida- 
des de varios tipos celulares que operam no sistema imune. Interferon a e (3 provaram ser 
potentes supressores da smtese de fatores de crescimento de fibroblastos basico (bFGF) e de 
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interleucina-8 (IL-8), ambos os quais sao fortes agentes angiogenicos. Alem disso, a adminis- 
tra^ao de interferon a provou ser litil causando a regressao de alguns hemangiomas (tumor 
de cdulas endoteliais), assim como do sarcoma de Kaposi, os quais se originam de celulas 
endoteliais (possivelmente de cdulas endoteliais formando os ductos linfaticos). Em ambos 
os casos, as regressoes do tumor foram atribuidas aos efeitos antiangiogenicos do interferon. 

Um experimento reportado em 1991 forneceu uma das mais recentes indica^oes para 
promessa de outro tipo de terapia antiangiogenica. Nesse trabalho, cdulas cancerosas 
foram construi'das para liberar um fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), o 
qual aumentou muito sua tumorogenese em camundongos, simplesmente porque esse 
bFGF aumentou fortemente o poder angiogenico dessas celulas. O uso de anticorpos 
monoclonais que especificamente se ligam e neutralizam esses bFGF (mas nao tern efeito 
sobre bFGF endogeno de camundongo) bloqueou a angiogenicidade dessas celulas tu- 
morais e levou a uma redu^ao dramatica no volume do tumor. Dentro de dois anos, um 
experimento similar foi realizado com um anticorpo monoclonal de VEGF anti-huma- 
no. Isso rendeu no bloqueio da prolifera^ao de duas linhagens de celulas de sarcoma 
humano assim como um glioblastoma em NUDE (imunocomprometido) de camun¬ 
dongo hospedeiro. 

Uma versao moderna dessa terapia veio uma decada mais tarde com o uso de um anticorpo 
monoclonal que se liga e neutraliza VEGF-A. Esse anticorpo, chamado de Avastina ou de 
bevacizumab, mostrou eficacia significativa em exames de larga escala. For exemplo, pa- 
cientes com carcinoma de colon metastatico tratados com esse anticorpo e mais a quimiote- 
rapia (a droga 5-fluoracil) durante, em media, quatro meses a mais que pacientes tratados 
com apenas quimioterapia, e a adi^ao de Avastatina a quimioterapia convencional prolonga- 
da em pacientes vivos com carcinoma de pulmao de celulas nao-pequenas (NSGLC) por 
cerca de dois meses. De forma similar, Avastatina poderia retardar a progressao de carcinoma 
de cdulas renais em pacientes, mas no final nao tern efeito na sua sobrevivencia de longo 
perlodo. E plausi'vel que efeitos sinergicos de Avastatina com droga quimioterapica 
convencional derivam diretamente da habilidade desses inibidores de VEGF-A para norma- 
lizar a vasculariza^ao associada ao tumor, facilitando, portanto, a entrega de drogas ao paren- 
quima do tumor. 

Alguns compostos antiangiogenicos sinteticos de baixo peso molecular foram descober- 
tos ou desenvolvidos, os quais sao direcionados contra varios alvos moleculares no pro- 
grama angiogenico. O primeiro desses foi fumagilina, um composto antiangiogenico 
derivado de fungos, e seu derivado qufmico, TNP-470 (Tabela 13.4C). Esses dois com¬ 
postos foram encontrados por inibir a prolifera^ao de celulas endoteliais in vitro e in 
vivo-, isso sugere que seus efeitos antiangiogenicos in vivo derivam da sua habilidade de 
impedir o crescimento de novos capilares, os quais dependem da prolifera^ao de cUulas 
endoteliais. De forma importante, TNP-470 nao tern efeito na prolifera^ao de cUulas 
tumorais in vitro, mas bloqueia fortemente tumorogenese em camundongos. Por exemplo, 
essa droga reduz de 70 a 80% o tamanho de tumores de ilhotas pancreaticas em surgi- 
mento em camundongos Rip-tag. O mecanismo de a 9 ao de TNP-470 permanece obscu- 
ro, mas esta sob investiga^ao ativa. Isso comprovou a habilidade de inibir a enzima ami- 
nopeptidase-2 metionina em celulas endoteliais e um dia pode ajudar a explicar seus 
efeitos preferenciais nessas cdulas, enquanto nao tern quase nenhum efeito em outros 
tipos celulares cultivados. 

Os estudos mais informativos de inibidores de angiogenese vieram do uso de inibidores 
sinteticos de receptores (veja a Tabela 13.4B) no modelo transgenico Rip-Tag de tumo¬ 
rogenese de ilhotas pancreaticas (veja a Se^ao 13.7). Dois tipos de compostos sinteticos 
de baixo peso molecular foram utilizados na tentativa de bloquear varios estagios de 
progressao tumoral de ilhotas. Uma dessas drogas e direcionada contra VEGF-R2, o 
qual e o receptor principal da angiogenese nesse modelo tumoral. Pela inibi^ao de tirosi- 
na quinase desse receptor, o agente chamado SU5416 deveria mimetizar os efeitos da 
Avastina (anticorpo monolonal anti-VEGF descrito anteriormente), ou seja, ambos de- 
veriam ser capazes de interromper a sinaliza^ao de VEGF. Drogas de uma segunda classe. 
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Tabela 13.4 Inibidores da angiogenese e seus desenvolvimento e uso em exame clinica 


Nome 

Status 

Respostas 

A. Inibidores endogenos da angiogenese 


Endostatina 

Testes clinicos 

resposta dispersa 

Interferon a e |3 

Efetivo no tratamento de hemangioblastoma 

sarcoma de Kaposi; eficacia limitada contra outros 



tipos de tumores 

B. Agentes que bloqueiam a sinalizagao de VEGF e VEGF-R 


Avastina anti-VEGF MoAb 

Em testes clinicos 

progressao atrasada 1-3 meses no pulmao; 



3-4 meses no colon 

Inibidor SU5416 de VEGF-R2 (Flk-1) 

Testes abandonados 

toxicidade vascular grave 

Inibidor ZD6474 de VEGF-R2 

Testes clinicos 


CP547, 632 inibidor de VEGF-R2 

Em teste 


C. Outras drogas diferentes 

Talidomida 

Em testes 

inibe angiogenese e bFGF e VEGF 

Esterol de Esqualamina de 

Em testes 

forte atividade anti-angiogenica 

figado de tubarao 

Droga antiinflamatoria Celecoxib 

Em testes 

efeitos antineoplasicos multiplos 

ZD6126 

Em testes 

antagonista de tubulina em endoteliais do citoesqueleto 

Fumagilina e TNP-470 

Em testes, crescimento tumoral lento 

antagonista de aminopeptidase de metionina em celulas 



endoteliais 

D. Inibidores de colapso de ECM-inibidores de MMP 


Marimastate 

Em testes clinicos 

sem impedimento na progressao do tumor 

Prinomastat 

Em testes clinicos 

sem demora na prograssao do tumor 

BMS275291 

Em testes clinicos 


BAY12-9566 

Em testes clinicos 


Neovastate (MMPI de 

Em testes clinicos 


cartilagem de tubarao) 




assim como um agente chamado SU6668, sao conduzidas primariamente contra a tiro- 
sina quinase do receptor de PDGE Nossas discussoes aqui sobre a fun^ao de PDGF no 
recrutamento de pericitos e celulas de musculatura lisa para o crescimento dos capilares 
(Barra lateral 13.1) indicam que essas celulas de “parede” sao muito importantes para a 
consolidagao e fortalecimento dos capilares recentemente formados. 

SU5416, de agente anti-VEGF-R, foi capaz de bloquear 90% do estagio recente; ilhotas 
displasicas a partir da submisao da troca angiogenica, os mantiveram, portanto, em um ta- 
manho pequeno e em um estado nao-invasivo (Figura 13.47). Entretanto, SU5416 nao tern 
efeito no estagio tardio, ou seja, tumores bem-estabelecidos continuaram a progressao apesar 
da sua presen 9 a igualmente em altas concentragoes. Entao, no estagio recente da angiogene¬ 
se, a sinaliza 9 ao de VEGF desenvolve fun 9 ao importante, enquanto no tardio, esse processo 
parece se tornar ainda mais independente de VEGF. 

O agente do receptor anti-PDGF, SU6668, tern um efeito muito mais fraco na preven- 
9 ao de ilhotas displasicas a partir da submissao da troca angiogenica, reduzindo cerca de 
metade das ilhotas que o fizeram (veja a Figura 13.47C). Mas isso foi muito mais poten- 
te que a droga anti-VEGF-R no tratamento do estagio tardio, em tumores avan^ados, 
reduzindo seu tamanho pela metade e substancialmente reduzindo sua vascularizagao 
(Figura 13.47D). De forma importante, as unicas celulas que expressam PDGF-R no e 
perto desses tumores foram os pericitos associados ao capilar e relacionados as celulas da 
musculatura lisa (Figura 13.47B), indicando que essas celulas da parede foram os alvos 
da agio de SU6668. De fato, exame microscopico confirmou que SU6668 impediu a 
associagao e o reforgo dessas celulas com o tubo de capilar formado por celulas endote- 
liais. Juntos, esses experimentos mostraram que os passes iniciais da angiogenese pode- 
riam progredir razoavelmente bem sem a fungao do receptor de PDGF, porem, mais 
tarde na progressao do tumor, a sinalizagao de PDGF e o envolvimento de celulas de 
parede se tornam muito importantes para angiogenese e crescimento dessa massa tumoral. 
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controle nao-tratado SU6668 + tratamento SU5416 



pericitos fornecem condigoes de 
sobrevivencia as celulas endoteliais 



pericitos-alvo, 
por exempio, via inibidores 
dos receptores PDGF 


celulas endoteliais sao particularmente 
resistentes a inibigao de VEGF-R 
e sao menos sensiveis a quimioterapia 




suporle mal pareado ou 
protegao por pericitos 



por VRGF-R e quimioterapia 


Figura 13.47 Inibidores da angiogenese como tratamento para 
carcinogenese de celulas da ilhota 0 modelo de camundongos 
transgenicos Rip-Tag de carcinogenese de celulas da ilhota 
pancreatica torna possivel o teste de inibidores farmacologicos 
antiangiogenicos. (A) 0 tratamento de camundongos influenciando 
tumores de ilhota angiogenica estabelecido {esquerda) por quatro 
semanas, com inibidor do receptor PDGF SU 6668 mais o inibidor 
de VEGF-R SU5416, resulta na regressao da vascularizagao (direita). 
0 lumen dos capilares e marcado por amarelo, enquanto os 
pericitos associados sao marcados por vermelho. (B) A agao do 
inibidor de VEGF-R SU6668 pode ser tragada especificamente ao 
seu efeito nos pericitos que agem como celulas suporte para celulas 
endoteliais. Nesta imagem, urn anticorpo reativo com o PDGF-R 
revela que apenas as celulas dentro das ilhotas que expressam 
esses receptores sao os pericitos (PCs, verde) que sao muito 
associados as celulas endotelilais (ECs, vermelho). 0 nucleo e 
marcado por azul. (C) Enquanto nem o inibidor de PDGF-R Su6668 
{barra azul) nem o inibidor do receptor VEGF SU5416 [barra 
vermelha) eram capazes, por si mesmos, de prevenir completamente 
a formagao de tais tumores, os dois aplicados em concerto 
(combinado, barra purpura) foram bem-sucedidos. PBS, controle 
salino de fosfato tamponado [verde). (D) Em uma tentativa de causar 
regressao de tumores ja formados, Su5416 e SU 6668 foram 
introduzidos em camundongos Rip-Tag com 12 semanas de vida, 
sozinhos ou em combinagao, e o tamanho dos tumores foi medido 


quatro semanas depois. Enquanto o antagonista de VEGF-R 
SU5416, por si so [barra vermelha), apresentou apenas redugao 
minima do volume do tumor, o antagonista de PDGF-R SU6668 
apresentou melhores efeitos [barra azul), e os dois juntos [barra 
marram) trabalharam sinergicamente para reduzir completamente o 
volume do tumor para cerca de 85%. Isso indica, mais uma vez, que 
antagonistas de celulas endoteliais (que dependem de VEGF-R), 
junto com antagonistas de pericitos suportadores (que dependem 
de PDGF-R), podem agir sinergicamente em terapia 
antiangiogenica. (E) Os efeitos combinados dessas duas drogas 
podem ser vistos quando camundongos com 13,5 semanas de vida 
que desenvolveram tumor substancial das ilhotas pancreaticas 
[crescimentos em vermelho, esquerda) sao tratados por 3,5 
semanas; com essa terapia combinada seus tumores regridem 
muito [direita). (F) Resumo esquematico dessas e de outras 
observagoes indicam que celulas endoteliais dependem dos pericitos 
adjuntados muito proximos por varios tipos de suporte biologico. A 
inibigao da sinalizagao de PDGF, alcangada por certos inibidores, gera 
a dissociagao de pericitos de celulas endoteliais e passa de sensitive 
para varios tipos de terapias subsequentes, incluindo inibigao da 
fungao VEGF-R. Isso enfatiza o fato de a terapia antiangiogenese ser 
mais efetiva quando dois tratamentos atuantes sinergicamente sao 
aplicados. (A, B, e E, de G. Bergers, S. Song, N. Meyer-Morse et al., J. 
Clin. Invest. Ill: 1287-1295, 2003; C e D, cortesia de D. Hanahan; F, de 
Pietras e D. Fianahan, J. Clin. Oncol. 23:939-952, 2002.) 
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Terapia combinada usando dois agentes provou ser uma maneira muito potente de intervir 
em varies estagios da forma^ao do tumor (veja a Figura 13.47C e D). Alem disso, a inibigao 
simultanea de ambos os receptores, de VEGF e de PDGF, impediram a troca angiogenica, 
mantendo virtualmente todas as ilbotas em um estagio pre-angiogenico (> 98%). Essa com- 
bina^ao de drogas bloqueia a expansao posterior de pequenos tumores angiogenicos ja esta- 
belecidos em 90% e gera uma regressao de aproximadamente 80% do tamanho do tumor, 
como feito por outro inibidor PDGF-R, a droga Gleevec, que iremos ler a respeito em maio- 
res detalhes no Capi'tulo 16. Em alguns camundongos, essa terapia de combinagao de drogas 
manteve tumores ja formados em um tamanho pequeno por dois meses. 

Significativamente, essas combina 96 es de drogas virtualmente nao possuem efeitos toxicos em 
tecidos pancreaticos adjacentes a ilbotas neoplasicas, confirmando que capilares recentemente 
formados dentro de um tumor sao muito mais vulneraveis a disrupgao do que vasos bem-estabe- 
lecidos dentro de tecidos normais. Alem disso, pareceu que PDGF desenvolveu fun 9 ao majorita- 
ria na inicia^ao da atragao de pericitos aos tubos dos capilares formados por celulas endoteliais, 
mas nao em tecidos normais, a sinalizagao continua de PDGF nao foi requerida para manter esta 
associagao. Essas observagoes indicam que as maneiras mais efetivas de inibigao da angiogenese e, 
alem disso, o bloqueio da progressao do tumor, sao especialmente dependentes de imimeros alvos 
dos tipos celulares que constroem vasculariza 9 ao associada ao tumor. 

Os resultados desse tratamento antiangiogenico alvo Uustra a natureza altamente promissora dessa 
estrategia terapeutica geral. De fato, esse tipo de terapia pode ter sido utilizado por muitos anos: 
sem conhecimento para a comunidade de oncologistas clmicos, a eficacia de muitas terapias tra- 
dicionais antitumorais utilizadas pode tambem derivar dos seus efeitos em microvascularizagao 
associada ao tumor. Um exemplo impressionante disso, que deixa claro como a terapia de radia^ao 
sucede na destruigao de certos tumores, veio de estudos de camundongos alterados geneticamente 
nos quais faltam genes que codificam a protema Bax ou a enzima esfmgomielinase acida (asmase). 
Ambas as protemas sao importantes reguladores pro-apoptoticas em uma variedade de tipos celu¬ 
lares, incluindo, de forma importante, celulas endoteliais. Como conseqiiencia, as celulas endote¬ 
liais desses camundongos alterados geneticamente sao muito mais resistentes a agentes toxicos, 
incluindo raios X, do que suas contrapartes tipo selvagem. 

Nos experimentos apresentados aqui, celulas tumorais de camundongo — ou uma linhagem celu- 
lar de fibrossarcoma ou de melanoma - foram introduzidas dentro de camundongos tipo selva¬ 
gem e camundongos asmase'^'. Apos o crescimento de tumores ate tamanhos substanciais, esses 
animals foram expostos a uma dose de \'b ff’O.ys (Gy) de raios X (Figura 13.48A e B). Essa dose de 
radia^ao geralmente causa uma redugao significativa em um tumor surgido, e de fato isso procede 
em camundongos tipo selvagem. Entretanto, os tamanhos identicos dos tumores crescidos em 
camundongos hospedeiros asmase'^' responderam muito diferentemente; a medula ossea de ca¬ 
mundongos asmase'^' foi substitui'da com celulas da medula ossea mutante por transplante, os 
tumores se tornaram altamente resistentes a morte induzida por raios X (Figura 13.48C). 

Esses experimentos demonstraram que a radiossensividade de tais tumores nao e intn'nseca as 
celulas tumorais deles proprios. Ao contrario, e dirigida por celulas hospedeiras, especifica- 
mente por celulas recrutadas dentro de tumores enxertados a partir de medula ossea do hos- 
pedeiro. Essas celuas hospedeiras recrutadas eram de fato celulas endoteliais, conforme evi- 
denciado pelo fato de que ( 1 ) a apoptose de celulas endoteliais em fragmentos de tumor 
irradiados in vitro conduziram a compara^ao e previsao do comportamento in vivo dos tu¬ 
mores e ( 2 ) as linicas celulas que mostraram apoptose significativa em tumores imediatamente 
apos a irradia^ao foram associadas a capilares (Figura 13.48B). 

Observances como essas indicam que a terapia antiangiogenica desenvolveu um papel ainda 
maior na radioterapia antitumoral convencional; de forma similar, respostas clmicas para 
certos tipos de quimioterapia convencional podem tambem ser fortemente influenciadas 
pela sensibilidade da microvascularizagao associada ao tumor a estes agentes. Isso sugere que, 
no future, tratamentos com muitas quimioterapias anticancer poderao ser otimizados me- 
dindo seus efeitos nos microvasos associados ao tumor especialmente em celulas tumorais 
delas proprias. 
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13.11 Sinopse e perspectivas 


Tecidos de metazoarios estao organizados em compartimentos de diferentes tipos celulares 
que estao continuamente se comunicando entre si. Para o biologista de desenvolvimento, a 
necessidade para esse piano organizacional e auto-evidente: somente por meio de tais intera- 
^oes os numeros apropriados e localiza^oes de cada um desses tipos celulares podem ser 
confirmados. Essas intera^oes heterodpicas continuam a operar depois que a embriogenese 
esta completa, com o intuito de apoiar a manuten^ao e o reparo dos tecidos ja formados. 

Como aprendemos neste capi'tulo, esse piano organizacional concede outro, de beneficio 
bastante distinto no organismo. Por tornar suas celulas tao independentes, nenhuma e facil- 
mente capaz de se desprender de sua complexa rede de intera^oes e continuar sozinha. Inter- 
dependencia impoe o controle que protege o caos da neoplasia. 
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Figura 13.48 Sobrevivencia de 
camundongos tipo selvagem asmase- 
negativos possuidores de tumores As 
respostas de tumores a radioterapia podem 
frequentemente ser determinadas por 
radiossensividade de celulas endoteliais 
que formam sua vascularizagao. 
Camundongos sao gerados para serem 
tanto tipo selvagem como homozigotos 
nulos para o gene que codifica a enzima 
pro-apoptotica acida esfingomielinase 
(asmase). Quando celulas de 
fibrossarcoma de camundongo foram 
implantadas nos tipos selvagem e nos 
hospedeiros asmase os tumores 
cresceram duas vezes mais rapido nos 
camundongos mutantes do que nos 
camundongos tipo selvagem, sugerindo 
que um fator hospedeiro, assim como o 
recrutamento de celulas endoteliais, estava 
governando a taxa do crescimento tumoral. 
(A) Quando esses tumores receberam uma 
dose terapeutica (15Gy) de radiagao (seta), 
os tumores em camundongos tipo 
selvagem regrediram (drculos vermelhos 
preenchidos) e, apos um tempo, 
comegaram a crescer novamente. Ao 
contrario, os tumores em hospedeiros 
asmase-/- [drculos azuis preenchidos) 
continuaram a crescer sem pausa. (B) 
Quando esses tumores foram examinados 
microscopicamente apos irradiagao, as 
celulas endoteliais nos tumores carregados 
por camundongos tipo selvagem (abaixo), 
identificados por uma celula endotelial 
especifica imunomarcada, eram 
apoptoticas, como indicado pelo marcador 
de TUNEL (pontos marrom), enquanto as 
celulas endoteliais em tumores originados 
pelos hospedeiros de asmase'F nao 
apresentaram sinal de apoptose (adma). 

(C) Quando a medula ossea de 
hospedeiros tipo selvagem foi substituida 
por meio do transplante de celulas da 
medula tanto de doadores de tipo 
selvagem como de doadores asmase'F, os 
tumores implantados em camundongos 
hospedeiros com enxerto de medula de 
mutante (curva azul) continuaram a crescer 
apos 15 dias de radiagao (seta), enquanto 
tumores implantados em camundongos 
hospedeiros enxertados com medula de 
tipo selvagem foram parados com a 
radiagao (curva vermelha). Isso demonstra 
que a radiossensividade do tumor era 
determinada pelas celulas de origem da 
medula ossea dos hospedeiros, e nao 
pelas celulas tumorais por elas mesmas. 
(De M. Garcia-Barros, F. Paris, C. Cordon- 
Cardo et al., Science 300:1155-1159, 2003.) 
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Barra lateral 13.10 Celulas de sarcoma 
de kaposi mantem o recorde para o 
niimero de sinais heterotipicos docu- 
mentados que elas recebem Sarcomas de 
Kaposi (KS) parecem derivar de celulas 
relacionadas aquelas que geram as endo- 
teliais de revestimento interno de vasos 
linfaticos. O agente causador de KS - 
herpesvi'rus-8 humano (HHV-8) - flo- 
resce quando a defesa imune foi com- 
prometida, explicando a alta frequencia 
desses tumores em pacientes com AIDS 
(veja a Barra lateral 3.10). Analise da ex- 
pressao de genes de varies laboratories 
tern documentado o aumento da expres- 
sao de RNAm que codificam 15 recep- 
tores distintos em celulas de KS; os res- 
pectivos ligantes para esses receptores 
parecem nao ser produzidos pelas celu¬ 
las de KS. Isso sugere que a elevada ex- 
pressao desses receptores permite a celu¬ 
las de KS terem vantagem de ligantes que 
sao supridos, via sinaliza 9 ao pardcrina, 
por outros tipos celulares vizinhos. A lista 
de receptores inclui aqueles ligando os 
seguintes ligantes: TNF-a, lNF-7, on- 
costatina M, bFGF, VEGF-C e D, insu- 
lina, tromboxane A2, lL-2, lL-6, lL-10, 
IL-13, trombospondina, VEGF 165, 
CXGL12 e GSF-1. (A dependencia de 
celulas de KS em todos esses sinais ain- 
da nao foi demonstrada experimental- 
mente.) Essa complexidade aconselha 
que outros tumores complexes histolo- 
gicamente, como KS, podem contar com 
multiplos sinais heterotipicos para man- 
ter sua prolifera^ao e sobrebivencia. 


Anteriormente vimos a progressao em multiplas etapas do cancer como sucessivas barreiras 
fechadas localizadas em trajetos do desenvolvimento de celulas cancerosas (Capitulo 11). 
Cada etapa completada com sucesso, se alcangado por trocas geneticas ou epigeneticas, re¬ 
move um dos obstaculos e coloca a celula cancerosa muito proximo de uma malignidade 
madura. Agora podemos conceitualizar progressao tumoral de multiplas etapas de uma ma- 
neira diferente: como pre-malignas se desenvolvem em diregao a malignidade, elas progressi- 
vamente separam sens la^os com sens vizinhos e sua dependencia no suporte da vizinhan^a. 

Talvez a maior surpresa seja o quao dependente do suporte do estroma a maioria das celulas 
cancerosas permanece, em vez de terem completado multiplas etapas da progressao tumoral. 
As celulas epitelias que residem em muitos carcinomas continuam a se basear em muitas das 
sinalizagoes fisiologicas que sustentam seus precursores em tecidos normais (veja, por exem- 
plo, a Barra lateral 13.10). Esse conservadorismo e evidente sob o microscopio. No entanto, 
um patologista bem-treinado pode reconhecer a origem de cerca de 95% das amostras de 
tumor vistas ao microscopio, porque a maioria das interagoes heteroti'picas que governam a 
morfologia normal ainda sao importantes na maioria dos canceres. 

Os aproximadamente 5% dos tumores remanescentes representam um desafio, em fun 9 ao de 
que sao anaplasicos e, no entanto, perderam a maioria de suas caracten'sticas histologicas, 
tornando possi'vel identificar seu tecido de origem. As celulas desses tumores anaplasicos 
deixam a maioria das formas de dependencia que enlaga seus precursores para celulas vizi- 
nhas normais. De qualquer maneira, a maioria das celulas tumorais anaplasicas nao progredi- 
ram totalmente a completa independencia, porque elas continuam se organizando para for- 
mar tumores solidos. A ultima independencia e atingida somente por celulas dos canceres 
que tenham avan^ado tao longe que podem crescer como efusoes pleurais ou ascites e, no 
entanto nao possuem nenhum contato direto com celulas de suporte e, aparentemente, com 
a matriz extracelular (ECM). 

Mesmo sem conhecimento detalhado de intera^oes heteroti'picas, a dependencia da maioria 
das celulas de carcinoma de pelo menos uma forma de suporte estromal pode ter sido predi- 
tada a partir da conhecida fisiologia de tecidos de mamlferos: virtualmente todos estes de- 
pendem de um suprimento sangtilneo funcional. Menos premeditados foram os mecanismos 
pelos quais tumores adquirem sua vascularizagao. Ao contrario de invadirem tecidos normais 
expropriando leitos de capilares existentes, os tumores recrutam ativamente celulas endote- 
liais que procedem para construir capilares e grandes vasos de uma massa tumoral. 

A fonte dessas celulas tumorais nao pode ser deduzida de um primeiro princi'pio. A prolifera- 
gao de celulas endoteliais na vizinhan^a de tecidos parece ser o principal mecanismo para a 
aquisigao de nova vascularizagao logo apos pular a troca angiogenica. De qualquer maneira, 
em muitos tumores, o aglomerado de vasos criados logo apos parece ser construi'do por celu¬ 
las que se originam na medula ossea e entao se diferenciam no tumor do estroma em celulas 
endoteliais funcionais. A contribuifao dessas celulas precursoras endoteliais circulantes (EPCs) 
a vascularizagao associada ao tumor parece variar de um tumor para outro, mas claramente 
representa uma fonte significativa em muitas neoplasias. 

Maiores aspectos de angiogenese parecem pouco entendidos, ate mesmo paradoxais. Por 
exemplo, parece obvio que uma vez que os tumores se tornam angiogenicos, eles podem 
permanecer em fases prolongadas de crescimento e expansao, e esses tumores que sao 
mais angiogenicos podem crescer mais rapidamente do que aqueles que sao menos capa- 
zes de atrair nova vascularizagao. De fato, como lemos, medidas de densidade microvas- 
cular — niimero de capilares por campo de microscopio — correlacionam-se bem com a 
probabilidade de que um tumor primario, como cancer de mama, ira progredir para um 
ponto final de alta malignidade. 

O paradoxo surge de freqiientes observagoes de que pacientes possuindo tumores altamente 
hipoxicos tambem confrontam baixo prognostico. Isso nao faz sentido, levando em conside- 
ragao que hipoxia nao supre celulas tumorais e freqiientemente leva a morte por apoptose e, 
em uma escala maior, extensivas regioes necroticas em um tumor. O paradoxo pode ser um 
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dia resolvido por provocar a a^ao de fatores de transcri^ao HIF-1, que se tornam ativados em 
celulas hipoxicas (Se^ao 7.12) e induzem a produ^ao de grande numero de outras protemas, 
mas nao de VEGE De fato, os altos m'veis na expressao de HIF-1 podem tambem ser um 
fraco indicador de prognostico clmico; inclui'do dentre esses genes ativados por HIF-1, estao 
aqueles que especificam PDGF, TGF-a, TGF-P e diversas metaloproteinases da matriz (MMPs) 
que sao responsaveis por remodelar a matriz extracelular (ECM). Gomo aprendemos, muitas 
dessas protei'nas secretadas atuam como potentes mitogenos que direcionam a prolifera^ao 
de ambas as celulas epiteliais e seus vizinhos do estroma. 

Um gene indutor adicional HIF-1 codifica a protema Met, cujas fun 96 es como recepto- 
res para fatores de crescimento de hepatocitos (HGF), tambem conhecido por fator de 
dispersao (SF). Uma vez que o receptor Met e ativado por se ligar ao seu ligante HGF, ele 
ativa um amplo conjunto de respostas em celulas epiteliais, incluindo transi^ao epitelial 
mesenquimal (EMT), motilidade aumentada, invasividade e prolifera 9 ao. HGF parece 
ser altamente dispom'vel em tumores humanos de ambas as origens, mesenquimal e epi¬ 
telial. Conseqitentemente, HIF-1 faz a media^ao do aumento da expressao de Met e 
pode sensibilizar celulas tumorais a moleculas HGF que estao presentes ao seu redor, 
assim como as HGF que tern sido liberadas pelas celulas estromais. Esses produtos diver- 
sos da a^ao de HIF-1 podem, portanto, ajudar a explicar o prognostico pobre ligado a 
tumores hipoxicos, os quais obtem sucesso, em vez de grande adversidade, e realmente se 
tornam mais agressivos do que suas contrapartes bem-oxigenadas. 

A descoberta recente de intera^oes dinamicas entre tumores e a medula ossea foi uma 
surpresa para a maioria dos pesquisadores do cancer. Na ausencia de metastase, a maioria 
dos tumores tern sido tradicionalmente considerados como sendo doen^as localizadas 
confmadas a uma ou outra parte do corpo. Mas, como aprendemos mais sobre as celulas 
do compartimento estromal, percebemos que mesmo tumores localizados estendem seu 
alcance distante e amplamente atraves do corpo com o intuito de recrutar celulas que sao 
necessarias para suportar sua propria sobrevivencia e programas de prolifera^ao. Alem 
disso, precursores de celulas endoteliais (EPCs), citados anteriormente, carcinomas re- 
crutam mastocitos e monocitos a partir da medula ossea, para posterior diferencia^ao em 
macrofagos. Ate mesmo alguns fibroblastos e miofibroblastos estromais podem possuir 
origens na medula ossea, ja que eles podem freqiientemente se desenvolver a partir de 
celulas precursoras circulantes chamadas fibrocitos. 

A fisiologia dos carcinomas, a qual enfocamos neste capftulo, e muito mais complexa do que 
trocas bidirecionais de sinaliza^ao entre epitelio e estroma. O estroma e composto por mais 
de seis tipos celulares distintos (fibroblastos, miofibroblastos, celulas endoteliais, pericitos, 
celulas da musculatura lisa, mastocitos, macrofagos, linfocitos e, em alguns tecidos, adipoci- 
tos), cada um dos quais sinaliza celulas epiteliais neoplasicas, assim como outros componen- 
tes do compartimento estromal. Gientistas tem se esfor^ado, sem sucesso, para solucionar os 
tres problemas do corpo. Neste capftulo, confrontamos um mundo de oito ou mais tipos 
celulares distintos de tipos celulares, cada um dos quais esta mandando uma mistura de sinais 
complexos para outros tipos de celulas entre tumores. Apenas come 9 amos a esbo 9 ar a super- 
ffde de um complexo de intera^oes epitelial-estromal operando em tecidos neoplasicos e em 
suas contrapartes normais. 

Por mais de meio seculo, grupos de oncologistas se focaram em erradicar o conjunto de 
celulas cancerosas de um tumor solido, com a esperan^a de atingir o impossfvel - tratamento 
de carcinomas comuns que foram tradicionalmente incuraveis. Como aprendemos primeiro 
no Capftulo lie agora neste, esse foco necessita ser radicalmente redirecionado. Primeiro, os 
verdadeiros alvos de terapias anticancer nao podem mais ser o conjunto de celulas neoplasicas em 
um tumor, porque elas possuem capacidade limitada de auto-renova^ao; ao contrario, e provavel 
que descubramos que curas verdadeiramente duraveis podem ser apenas de celulas-tronco tumo¬ 
rais erradicadas que permaneceram elusivas e se esconderam, em alguns locals, por meio de massa 
tumoral e que elas representam seus sistemas de auto-renova^ao. Segundo, muitas das terapias 
anticancer sao titeis para serem desenvolvidas no futuro e nao se tornarem alvos a partir das celulas 
cancerosas por elas proprias. Em vez disso, elas podem freqiientemente ser muito mais adeptas 
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CELUIJX ENDOTELIAL 

Inibidores de VEGE FGF, 
etc., sinalizagao, por 
exemplo, anti-VEGF e 
anticorpos anti-VEGF-R, 
inibidores da moiecuia 
pequena de VEGF-R, 
VEGF Trap, Ang2/Tie2 
bioqueando anticorpos. 
inibidores endogenos de 
angiogenese, por 
exemplo, endostatina, 
tumstatina. Inibidores do 
recrutamento de EPC. 


PERICITOS 


Inibidores da sinalizagao 
de PDGF por exemplo, 
anticorpos anti-PDGF 
inibidores PDGF-R, 
inibidores da sinalizagao 
da Ang-1Arie2. 



MEMBRANA BASAL DA 
MATRIZ EXTRACELUU\R 

Inibidores da virada da matriz, 
por exemplo, suramina, 
dalteparina e enzimas que 
degradam a matriz, por 
exemplo, proteases 
(catepsinas, MMPs, uPAetc.), 
endoglicosidases (por 
exemplo, heparanase). 
Inibidores de contato da 
ECM, por exemplo, integrina, 
ou anticorpos avps, avps, 
a5p1,a6p4. 

NEUTROFILO, 

MACROFAGO 

E MASTOCITO 

Inibidores antiinflamatorios, 
por exemplo, inibidores de 
citocina e quimoquina, e 
inibidores NF-kB, IKK, TNF- a. 


FIBROBLASTO 


CELUU\ LINFATICA 


Inibidores de FIGF ou seu receptor c-Met, 
inibidores de CXCL12/SDF-1, PDGF/PDGF-R, 
ou proteina ativadora de fibroblasto, por 
exemplo, sibrotuzumab. 


Alvo antilinfatico: inibidores de VEGF-C, VEGF- 
R3, ou PDGF/PDGF-R. 


Figure 13.49 Interagoes heterotipicas como 
alvos para intervengao terapeutica Como 
descrito neste capitulo, celulas cancerosas 
sao dependentes do microambiente ao 
redor do estroma para uma variedade de 
suportes fisioldgicos das celulas. Esta 
dependencia nas interagoes heterotipicas 
inspirou urn novo tipo de terapia do cancer, 
algumas das quais foram caracterizadas 
neste capitulo. Ao inves de se focarem nos 
defeitos intracelulares de sinalizagao dentro 
das celulas, este novo tipo de terapia e 
diretamente direcionado a sinalizagao 
heterotipica de interrupgao, portanto 
privando celulas cancerosas do suporte 
essencial do estroma. Este esquema indica 
algumas as terapias anti-tumor que estao 
sendo desenvolvidas ou sob consideragao. 
(De J.A. Joyce, Cancer Cell 7:513-520, 
2005.) 


a atacar as celulas que Ihes fornecem um suporte fisiologico vital; por questionar a rede 
elaborada de suporte estromal da qua! a maioria das celulas cancerosas depende, a verdadeira 
regressao dramatica de tumores solidos podera um dia ser atingido (Figura 13.49). 

O fato de tumores serem “lesoes que nao curam” se estendeu e ecoou em nossas discussoes 
anteriores (Segao 11.15), em que a fungao cn'tica de inflamagao cronica em promover forma- 
gao de tumor foi discutida com grande profundidade. Inflamagao e cicatrizagao da lesao sao 
processes interligados, e os mecanismos de inflamagao guiados por promogao tumoral, que 
levam a formagao de cancer, sao estendidos e elaborados pela cicatrizagao da lesao cronica 
que parece caracterizar melhor a biologia do estroma de tumores bem-estabelecidos. 

Nesse ponto, tambem ha uma nova surpresa. Celulas inflamatorias, especialmente macrofagos, 
tern sido tradicionalmente descritas como soldados de linha de frente da resposta imune que 
lidam com agentes infecciosos efetivos, como as bacterias, por fagocita-las e ajudar a guiar a res¬ 
posta imune por meio de apresentagao antigenica, como veremos no Capi'tulo 15. Agora aprende- 
mos que macrofagos sao tambem agentes cn'ticos em produzirem fatores de crescimento mitoge- 
nicos, liberando fatores angiogenicos e regulando a matriz extracelular (ECM); o ultimo processo 
citado tambem e cn'tico para invasao e metastase tumoral (Capitulo 14). 


Entao, o trabalho tradicional de varios tipos celulares diferenciados esta sendo estendido e 
embagado. Celulas do sistema imune, que sao determinadas a nos proteger de infecgoes e de 
cancer, sao freqiientemente ativadas por colaboradores em desenvolvimento tumoral. E a 
delegao de um ou outro tipo celular a partir do sistema imune, alcangada em camundongos 
por meio da linhagem germinativa por engenharia, com freqiiencia cria um organismo hos- 
pedeiro que e, paradoxalmente, menos capaz de suportar tumorogenese. 


Programas normais e bastante elaborados de morfogenetica, assim como cicatrizagao da lesao 
e transigao mesenquimal-epitelial (EMT), sao provaveis de explicar como celulas do carcino- 
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ma sao espertas o suficiente para obter os fenotipos celulares complexos de que elas neces- 
sitam a fim de executar os estagios tardios da progressao maligna. Em retrospecto, essa 00980 
nao e tao surpreendente, uma vez que, quanto mais aprendemos sobre as celulas cancerosas, 
mais percebemos o quanto elas sao oportunistas na coopta9ao e explora9ao dos processes 
biologicos normals a fim de atingir sens proprios objetivos. Isso deixa a ultima questao deste 
capitulo; come9amos a realmente compreender a complexidade mecam'stica das intera96es 
heteroti'picas ou ha um universe inteiro de rotas de sinaliza9ao e programas comportamentais 
nao-descobertos que se ocultam dentro dos tumores, esperando, como a materia negra inter- 
galactica, para nos surpreender? 


Conceitos-chave 

• Os tumores sao tecidos complexos que dependem da intercomunica9ao entre varies tipos 
celulares. Na verdade, a maioria dos tumores e tao histologicamente complexa quanto os 
tecidos normals dos quais se originam. 

• Nos carcinomas, esses tipos celulares podem ser separados em celulas neoplasicas epite- 
liais e celulas recrutadas do estroma, as quais incluem fibroblastos, miofibroblastos e 
macrofagos, bem como os varies tipos celulares que participam da constru9ao da vascula- 
riza9ao associada a tumores, especificamente celulas endoteliais, pericitos e celulas mus- 
culares lisas. 

• A maioria dos carcinomas depende totalmente de celulas recrutadas do estroma para 
varies tipos de suporte fisiologico. Essa dependencia se perde apenas no pequeno subcon- 
junto de tumores que progridem a um estado extremamente maligno, em especial as 
celulas tumorais que crescem em ascitos e no fluido pleural. 

• Em m'vel bioqui'mico, esta interdependencia se manifesta pela troca de varies tipos de 
fatores mitogenicos e troficos. For exemplo, as celulas de carcinoma podem liberar PDGF 
para recrutar e ativar celulas do estroma, enquanto as ultimas respondem pela libera9ao 
de IGFs que sustentam as celulas de carcinoma. 

• A forma9ao da vasculariza9ao associada a tumores, formada pelo processo de neoangioge- 
nese, e um determinante cn'tico e limitado do crescimento de todos os tumores maiores 
do que aproximadamente 0,2 mm. 

• No caso dos carcinomas, a aquisi9ao do estroma associado a tumores se assemelha ao 
processo de cura em tecidos epiteliais lesionados. A genese do estroma depende, portan- 
to, dos mesmos programas de expressao genica que sao ativados durante a cura de lesoes. 

• A medida que precede a progressao do tumor, o estroma rico em fibroblastos e crescente- 
mente substituido por miofibroblastos, os quais eventualmente geram o estroma rico em 
colageno e desmoplasico. 

• O recrutamento das celulas que participam diretamente da constru9ao da neovasculariza- 
980 de tumores envolve a libera98o de fatores, tais como VEGF, tanto pelas celulas tumo¬ 
rais como pelas celulas inflamatorias, em especial macrofagos. 

• A neoangiogenese representa um alvo atraente para o desenvolvimento de novos agentes 
anticancer, em que as celulas-alvo s8o os varies tipos celulares normals do estroma que 
participam da angiogenese, em vez das celulas cancerosas em constante mudan9a. 


Questoes elaboradas 


1. Que diferentes linhas de evidencia provam diretamente que a 
maioria das celulas de carcinoma depende dos tipos celulares 
estromais para varies tipos de suporte fisiologico? 

2 . Como as terapias antiangiogenese podem melhorar (em alguns 
casos) ou neutralizar (em outros cases) a eficacia de agentes 
quimioterapicos convencionais? 

3 . Como os macrofagos podem facilitar ou antagonizar a tumoro- 
gmese? 


4 . Quais linhas de evidencia convencem que a gera98o do estroma 
associado a tumores depende dos mesmos programas biologi¬ 
cos que s8o ativados durante a cura de lesoes? 

5. Quais for9as biologicas fazem com que a vasculariza98o associada 
a tumores seja deficiente em tantos aspectos? 

6. Que tipos de agentes terapeuticos anticancer voce desenvolve- 
ria a fim de efetuar o colapso de um tumor estabelecido 
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7 . Que estrategias bioqufmicas as celulas tumorais podem usar para 
diminuir sua dependencia do suporte estromal? 

8. Voce pode citar exemplos de como as oncoprotemas perturbam 
as intera^oes entre as celulas de carcinoma e o estroma associa- 
do a tumor proximo? 


9 . Como voce poderia determinar qual a propor^ao de celulas en- 
doteliais na vascularizagao de um tumor que deriva da expansao 
da vascularizagao adjacente e qual a propor^ao dessas celulas que se 
origina das cdulas precursoras endoteliais circulantes? 
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Capitulo 14 

Expandindo-se: 
Invasao e Metastase 


“O fato de celulas identicas aquelas do cancer serem encontradas no sangue 
poderia levar a alguma luz sobre a origem da existencia de tumores multiplos 
em uma mesma pessoa.” 

T.R. Ashworth, medico, 1869 


“Nao e o nascimento, casamento ou morte, mas a gastrula^ao o momento 
verdadeiramente mais importante na sua vida.” 

Lewis Wolpert, embriologista, 1986 


N as fases iniciais de multiplas etapas de progressao tumoral, celulas de cancer se multipli- 
cam no local onde suas celulas antecessoras perderam o controle da prolifera^ao. O 
resultado normalmente aparece muitos anos depois, como uma massa tumoral primaria. 
Dado o fato de que um centi'metro ciibico de tecido pode conter entre 10 ^ ou 10 '° celulas, 
pode-se facilmente imaginar que tumores com freqiiencia atingem um tamanho de 10'° ou 
10" celulas antes de tornarem-se evidentes para o indivi'duo portador ou para o cllnico que 
o examina. 

Tumores primarios, em alguns orgaos - especificamente aqueles que surgem no espafo peri¬ 
toneal ou pleural —, podem se expandir sem causar nenhum desconforto para o paciente, 
simplesmente porque essas cavidades se expandem e seus conteudos sao bastante plasticos; 
em outros locals, como o cerebro, a presen9a de um tumor com freqiiencia e aparente quan- 
do ele ainda esta relativamente pequeno. Mais cedo ou mais tarde, entretanto, em todos os 
locals do corpo, tumores de tamanhos substanciais comprometem o funcionamento dos or¬ 
gaos nos quais surgiram e comeqam a provocar sintomas. 
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Figura 14.1 Tumores disseminados 0 diagnostico de doenga metastatica 
frequentemente representa a sentenga de morte para pacientes com cancer, ja 
que os mecanismos pelos quais as celulas de cancer fazem metastase de urn 
tumor primario para locals distantes no corpo permanecem pouco entendidos. 
Vista aqui, uma varredura de todo o corpo de urn paciente com metastase de 
linfoma nao-Hodgking (NHL). Esta e uma imagem de CT (tomografia de raios X 
computadorizada) dos tecidos do corpo (cinza, azul) e PET (tomografia por 
emissao de positrons), na qual a tomada da fluorodesoxiglicose marcada 
radiativamente (FDG) em varies tecidos {amarelo) e detectada. A tomada de 
FDG indica regioes de alta atividade do metabolismo celular. A atividade 
associada ao cerebro e normal. Entretanto, a presenga de numerosos sinais 
amarelos na regiao abdominal indica multiplas metastases NHL. (Cortesia de 
S.S. Gambhir.) 


Em muitos casos, os efeitos na fungao do tecido normal vem da pressao flsica exercida pela 
expansao da massa tumoral. Em outros, cdulas da massa tumoral primaria invadem o tecido 
normal adjacente e, assim, comegam a comprometer fungoes vitals. Tumores grandes no 
colon podem obstruir a passagem dos produtos da digestao atravra do lumen e, em tecidos 
como o figado e o pancreas, celulas do cancer podem obstruir o fluxo da bile atraves de 
ductos cn'ticos. No pulmao, vias aereas podem ser comprometidas. 

Apesar de insidiosos e corrosivos, os tumores primarios sao responsaveis fundamental- 
mente por apenas 10% das mortes por cancer. Os 90% restantes de pacientes sao ataca- 
dos por crescimentos cancerosos descobertos em locals distantes no seu corpo onde o 
tumor primario surgiu (Figura 14.1; veja tambem a Figura 2.2). Essas metastases sao 
formadas por celulas de cancer que deixaram a massa tumoral primaria e viajaram pelas 
estradas do corpo - sangue e vasos linfaticos - para buscar novos locals, por todas as 
partes do corpo, onde possam fundar novas colonias (Figura 14.2). Canceres de mama 
com freqiiencia procriam colonias metastaticas promiscuamente em muitos tecidos de 
todo o corpo, incluindo cerebro, figado, ossos e pulmao. Tumores de prostata sao mais 
frequentemente disseminados para ossos, enquanto carcinomas de colon preferencial- 
mente formam novas colonias no figado. 


Tais celulas de cancer (moveis/migratorias) sao as manifestagoes mais perigosas do pro- 
cesso de cancer. Quando tern sucesso em fundar colonias em locals distantes, causam 
grandes destruigoes. O corpo feminino pode prescindir de suas glandulas mamarias sem 
perder fungoes fisiologicas vitais, e entao quase todos os carcinomas de mama primarios 
nao comprometem a sobrevivencia enquanto estao confmados as mamas. De qualquer 
modo, colonias metastaticas de cancer de mama em ossos podem causar erosao localiza- 
da no tecido osseo, resultando em dor agonizante e colapso do esqueleto. Metastases do 
cerebro podem rapidamente comprometer a fungao do sistema nervoso central, enquan¬ 
to aqueles de pulmao ou figado sao similarmente ameagadores para a vida, devido as 
fungoes desses orgaos. 


Por razoes que permanecem obscuras, tumores em certos tipos de tecidos tem uma alta pro- 
babilidade de metastase, ao passo que, em outros tecidos, raramente ocorre metastase. De- 
pois que melanomas primarios penetram a uma certa distancia em diregao ao tecido subja- 
cente a pele, a presenga de metastase em locals distantes do corpo e quase uma certeza. Ao 
contrario, carcinomas de cdulas escamosas da pele e astrocitomas - tumores primarios de 
celulas da glia no cerebro — raramente desenvolvem metastase. 


Em uma variedade de tipos de tumores humanos, a disseminagao de cdulas de cancer 
atraves do corpo ocorre pelo tempo em que o tumor primario e primeiro detectado; no 
momento do diagnostico inicial, essas celulas espalhadas seriam nao-aparentes, porque 
elas apenas formam colonias de tumores pequenas - micrometdstases. Tais comportamen- 
tos provocam uma questao que sera confrontada neste capltulo e ainda no CapItulo 16: 
mesmo apos o tumor primario ser retirado cirurgicamente, se as propriedades deste, que 
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Figura 14.2 Flistologia de metastases em 
varies tecidos do corpo (A) No 
camundongo transgenico Rip-Tag, modelo 
de tumorogenese em ilhota pancreatica 
(veja a Figura 13.37), metastase via 
linfonodos pode ser encorajada pela 
expressao forgada de VEGF-C, urn fator 
linfangiogenico, nas celulas de tumor das 
ilhotas. Uma pequena metastase nas 
celulas das ilhotas pode ser vista {rosa- 
escuro) para urn vaso linfatico alinhado 
com celulas epiteliais (marrom). (B) Uma 
pequena metastase de cancer de mama 
humano pode ser vista crescendo dentro 
de urn linfonodo associado a ductos 
drenantes da mama. Note que essas 
metastases exibem uma estrutura 
detalhada, incluindo ductos e estroma, 
caracteristicos de muitos tumores primaries 
de mama, bem como numerosos linfocitos 
a ductos de linfa que os envolvem {nucleos 
pretos). (C) A presenga de celulas de 
carcinoma metastaticas (azul) na medula 
ossea pode ser revelada usando-se imuno- 
histoquimica especifica para detectar 
celulas apresentando marcadores epiteliais, 
agrupando-as fora das celulas 
mesenquimais, presentes naturalmente na 
medula; ou, como visto aqui, por meio do 
corante Wright-Giemsa, que confere a cor 
azul. (A, S.J. Mandriota, L. Jussila, M. 
Jeltsch et al., EMBO J. 20:672-682, 2001; B, 
cortesia de T.A. Ince; C, A.T. Skarin, Atlas of 
Diagnostic Oncolongy, ed. Philadelphia: 
Elsevier Science Ltd., 2003.) 


determinam se a sua disseminagao (doenga metastatica) atraves do corpo, poderiam fi- 
nalmente representar uma ameaga a vida. 

Neste capi'tulo, confrontamos os processos que criam os produtos mais agressivos da progres- 
sao tumoral. Esses processos dependem de trocas biologicas e bioqui'micas complexas em 
celulas de cancer e estroma associado. Muitos dos passes da formagao do cancer, como des- 
crito nos capi'tulos anteriores, sao entendidos em detalhes consideraveis. Em contraste, nosso 
entendimento de invasao e metastase e ainda incomplete, o que explica porque esses passes 
tardios da progressao tumoral representam o principal problema a ser solucionado na patoge- 
nese do cancer. 


14.1 Trajeto de cdulas de cancer de um tumor primario para 
um local de metastase em potencial depende de uma serie 
de passos biologicos complexes 

A grande maioria (> 80%) de cancer com risco de morte ocorre em tecidos epiteliais, produ- 
zindo carcinomas. Conseqiientemente, muitas das nossas discussoes neste capi'tulo, como a 
anterior, se referirao a essa classe de tumor, com o entendimento de que o cancer chega em 







590 / CapItulo 14 Expandindo-se: InvasAo e MetAstase 


Barra lateral 14.1 A conexao entre tamanho do tumor e prognosti- 
co da doen 9 a nao e clara A medida do tamanho do tumor primario 
pode freqiientemente ser correlacionada com a probabilidade do 
tumor ja ter feito metastase em sitios distantes no corpo. For exem- 
plo, como indicado na Figura 14.3, em um estudo, 22% de mulhe- 
res com cancer de mama primario com menos de 1 cm de diametro 
(no diagnostico inicial) eventualmente desenvolvem doen 9 a metas- 
tatica. Em contraste, 77% daquelas mulheres cujos tumores prima¬ 
ries foram maiores de 8 cm em diametro progridem para a doen 9 a 
metastatica. Independentemente dessas medidas, existem outras in- 
dicando que, em geral, grandes tumores passaram por mais passes 
geneticos (e epigeneticos) da progressao tumoral. Entao, 4% dos 
cases de cancer de mama com menos de 1 cm de diametro tern side 
encontrados portando alelos p53 mutantes, enquanto 42% dos tu¬ 
mores maiores de 3 cm carregam essa muta 9 ao. Poderia se concluir, 
dessas observa 96 es, que a habilidade em fazer metastase e adquirida 
pelas celulas de cancer como um relative passo tardio na progressao 
do tumor quando o tumor primario esta se expandindo de um ta¬ 
manho pequeno para um maior. Alem disso, a aquisi 9 ao dessa habi¬ 
lidade poderia ser devida a perda da fun 9 ao de p53. 

Na verdade, o verdadeiro significado dessas estatisticas e diflcil de 
avaliar e pode ser explicado por varies mecanismos alternativos: ( 1 ) o 


tra 90 da metastase pode ser adquirido apenas relativamente tarde no 
crescimento do tumor primario, limitando, portanto, essa habilidade 
as celulas presentes em tumores primaries maiores. (2) Celulas de can¬ 
cer individuals em pequenos e grandes tumores podem ser igualmente 
capazes de fazer metastase. Entretanto, tumores maiores podem despa- 
char proporcionalmente um grande numero de celulas em metastase 
(por unidade de tempo) para o resto do corpo simplesmente porque ele 
contem mais celulas. (3) Em algum ponto durante os multiplos passes 
da progressao tumoral, essas celulas mostram uma aumentada habili¬ 
dade em proliferar no tumor primario, tambem exibindo um tra 90 for- 
temente associado - a habilidade em fazer metastase. Essas celulas de 
cancer geram grandes tumores primaries mais rapidamente do que ou¬ 
tras celulas que proliferam lentamente, e essas celulas se multiplicando 
rapidamente servem como fonte de grande dissemina 9 ao de metastase. 

Argumentos similares aplicam-se a genes mutantes presentes em 
tumores avan 9 ados: a grande freqiiencia de muta 9 ao no alelo p53 em 
tumores maiores poderia nao significar que esse alelo mutante seja adqui¬ 
rido tardiamente na progressao de tumores primarios. Em vez disso, 
popula 96 es de cdulas tumorais que adquirem alelos mutantes p53 rela¬ 
tivamente cedo nos multiplos passes da progressao tumoral, poderiam 
ser habeis em crescer rapidamente e gerar tumores de tamanho grande. 


Figura 14.3 Tamanho do tumor primario 
e risco de metastase Este grafico de 
barras revela que, conforme aumenta o 
diametro de um cancer de mama 
primario iniciaimente diagnosticado 
aumenta a probabiiidade de metastases 
distantes em pacientes. isso e indicado 
aqui como porcentagem de muiheres 
portadoras de tumores primarios de um 
dado tamanho que eventuaimente 
desenvoivem metastases macroscopicas 
distantes. Neste estudo, 1.589 pacientes 
de cancer de mama foram 
acompanhadas por perfodos de ate 46 
anos depois do diagnostico iniciai e 
tratamento. (R. Heimann e S. Heiiman, J. 
Clin. Oncol. 16: 2686-2692, 1998.) 





diametro (cm) do tumor primario 


outros tipos de tecido, como conectivo e nervoso, freqiientemente seguindo um caminho 
similar quando se tornam invasivos e metastaticos. Mesmo certos tumores hematopoieticos, 
notavelmente linfomas, com freqiiencia tern uma fase inicial localizada e uma fase tardia, 
durante a qual eles se tornam disseminados para locals anatomicamente distantes (veja a 
Figura 14.1). Essa seqtiencia complexa de passos, algumas vezes chamada cascata invasao- 
metdstase esta ilustrada na Figura 14.4. 

Nosso foco em carcinomas requer que fa 9 amos discussoes iniciais sobre esses tumores e teci- 
dos epiteliais em que eles surgem (veja, por exemplo, as Se^oes 2.2 e 13.1). Recapitulando 
brevemente, a grande maioria de tecidos epiteliais e construida de acordo com um conjunto 
comum de principios arquitetonicos - em muitos casos, folhas relativamente fmas de celulas 
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formagao do invasao intravasao transporte prisao em microvasos 

tumor primario localizada na circulagao de varios orgaos 



Figura 14.4 A cascata invasao-metastase A descrigao da cascata invasao- 
metastase relaciona seis passos diferentes de todo o processo. 0 passo inicial 
da invasao localizada permite as celulas do carcinoma in situ romperem a 
membrana basal. Consequentemente, elas podem intravasar microvasos 
sangijineos e linfaticos. Esses vasos podem transporter as celulas de cancer 
para locals anatomicamente distantes, em que elas podem ficar presas e 
subsequentemente extravasar e former micrometastases dormentes. 
Finalmente, algumas micrometastases podem adquirir a habilidade para 
colonizer tecidos nos quais elas tenham chegado, permitindo a formagao de 
metastases macroscopicas. 0 ultimo passo - colonizagao - parece ser o mais 
ineficiente de todos. A pequena probabilidade de completer com sucesso 
todos os passos dessa cascata explica a baixa chance de que uma unica 
celula de cancer, deixando o tumor primario, se tome com sucesso urn 
fundador de uma metastase macroscdpica distante. (Adaptada de I.J. Fidler, 
Nat Rev. Cancer 3: 453-458, 2003.) 


extravasao 



1 


formagao de 
micrometastases 



I 

colonizagao - 
formagao de 
macrometastases 



epiteliais situadas sobre profundas e complexas camadas de estroma. Separando as duas, esta 
o tipo especializado de matriz extracelular (ECM) conhecido como membrana basal (veja as 
Figuras 2.3 e 13.5). Essa matriz e constitui'da por protemas secretadas por celulas epiteliais e 
celulas do estroma. 

Por defmigao, carcinomas comegam no lado epitelial da membrana basal e sao considerados 
benignos enquanto as celulas que os formam permanecerem nesse lado. Cedo ou tarde, entre- 
tanto, muitos carcinomas adquirem a habilidade de penetrar a membrana basal, e celulas 
cancen'genas individuals ou em grupo comegam a invadir o estroma proximo (Figura 14.5). 
Essa massa de celulas neoplasicas e agora reclassificada como maligna. De fato, como men- 
cionado no capitulo anterior, muitos patologistas e cirurgioes reservam a palavra “can¬ 
cer” para aqueles tumores epiteliais que adquiriram essa capacidade invasiva. Para garan- 
tir, essa dissolugao da membrana basal pelas celulas de carcinoma invasoras remove uma 
importante barreira fisica para a expansao adicional da populagao de celulas tumorais. 
Alem disso, como aprendemos no capitulo anterior, por degradagao de varios componentes 
da membrana basal, celulas invasivas crescem e sobrevivem com fatores seqiiestrados da ma¬ 
triz extracelular especializada. 

Lembre que, mesmo antes de as celulas de carcinoma abrirem uma brecha na membrana basal, 
elas freqiientemente tern sucesso em estimular angiogenese no lado do estroma da membrana, 
aparentemente enviando fatores angiogenicos atraves da barreira porosa para celulas epiteliais no 
estroma (veja a Figura 13.39). Entretanto, a invasao atraves da membrana basal coloca-as em uma 
posigao mais favoravel para os passos subseqiientes da cascata invasao-metastase. Uma vez presen¬ 
te no compartimento do estroma, celulas do carcinoma podem ganhar acesso direto aos vasos 
sangiilneos e linfaticos (Figura 13.41), os quais sao normalmente encontrados apenas no lado do 
estroma da membrana basal (veja, entretanto, a Barra lateral 14.2). O contato proximo com os 
capUares fornece ^ celulas tumorais acesso a nutrientes e oxigenio carregados pelo sangue. Alem 
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Figura 14.5 Padroes de invasao (A) Estas 
celulas invasivas de carcinoma lobular 
mamarlo (marrom) deixaram o tumor 
primario {nao-mostrado, a esquerda) e 
agora se dirigem a direlta uma a uma em 
flla unica, atraves de canals esculpidos por 
elas no estroma adjacente. (B) Por outro 
lado, multo mals tipico e o comportamento 
deste grupo de 5 a 10 celulas de 
melanoma, vistas em uma micrografia 
confocal, as quals se movem juntas atraves 
de uma matriz de colageno (azu/); como 
melanocitos normals, eles continuam a 
aderir-se uns aos outros por melo das 
jungoes aderentes formadas por moleculas 
de E-caderInas {vermelho). Grandes 
Intervales na matriz (preto) indicam areas 
que foram degradadas pelo avango de 
celulas do cancer. Na principal frente 
invasiva {seta branca), celulas de 
melanoma expressam integrinas pi {verde), 
que permitem a essas celulas ligarem-se a 
matriz extracelular acima delas. (C) Em 
uma escala multo maior, cada invasao 
coordenada e refletida por celulas neste 
carcinoma escamoso de cervix, no qual 
grandes dedos ou linguas de muitas 
centenas de celulas de cancer {rasa, 
marrom) romperam a membrana basal e 
estao invadindo o estroma. 0 ultimo sendo 
caracterizado por fibroblastos do estroma e 
celulas inflamatorias {verde-escuro). A 
membrana basal e vista aqui como uma 
linha horizontal marrom-escuro (sefas rosa, 
acima a direita) que separa as celulas de 
carcinoma das celulas do estroma {abaixo) 
e nao e interrompida, exceto por capilares e 
pela lingua de celulas de cancer invasivas. 
(A, cortesia de J. Jonkers; B, de R EriedI, Y 
Flegerfeldt e M. Tusch, Int. J. Dev. Biol. 48: 
441-449, 2004; C, cortesia de T.A. Ince.) 



disso, suas propriedades invasivas capacitam essas cdulas de cancer a se moverem atrav& das 
paredes e para dentro dos lumens (i. e., espagos) dos vasos sangtii'neos e linfaticos. A invasao dos 
vasos e freqiientemente chamada intravasao. 


Uma vez que tenham chegado ao lumen dos vasos sangiii'neos e linfaticos, cdulas de cancer 
individuais podem viajar com o sangue ou linfa para outras areas do corpo. Essas migragoes 
de longo alcance sao repletas de grande perigo. Como cdulas normais, as celulas de cancer 
continuam a depender de fixagao em substratos solidos; sem esse ancoramento, as celulas 
migratorias poderiam morrer rapidamente de anoikis, a forma de apoptose que e disparada 
pela liberagao da celula do substrato solido como a matriz extracelular (Segoes 5.8 e 9.13). 
Como seus ancestrais no tumor primario, esses pioneiros podem depender de varios tipos de 
suporte do estroma, os quais poderiam faltar no momento em que eles deixam a massa de 
tumor primario. Lembre que o estroma pode beneficiar celulas do carcinoma de miiltiplas 
formas, fornecendo fatores mitogenicos e troficos (sobrevivencia). 
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O sangue representa um ambiente ativamente hostil para celulas de cancer em metastase. 
Formas hidrodinamicas da circula^ao, as quais sao freqiientemente substanciais em vasos me- 
nores, poderiam interromper a viagem das celulas de cancer. Alguns modelos experimentais 
de metastase em camundongos indicam que a sobrevivencia de celulas de cancer em metasta¬ 
se na circula^ao geral e muito aumentada se elas podem atrair um seqiiito de plaquetas para 
acompanha-las em locals seguros dentro de tecidos. 

Se celulas em metastase sobrevivem a esses danos iniciais e tern acesso aos grandes vasos do 
sistema venoso, elas viajarao no sangue ate o cora^ao e se alojarao, com alta probabilidade, no 
primeiro conjunto de capilares que encontrarem e, depois da sua passagem inicial atraves do 
cora^ao, tern alta probabilidade de chegarem aos capilares-base do pulmao (Figura 14.6). Ao 
contrario das celulas vermelhas e brancas do sangue, celulas do carcinoma sao inapropriadas 
a passarem atraves de muitos capilares, cujos diametros internos sao extremamente pequenos 
para acomoda-las. Capilares em geral tem entre 3 e 8 |J,m, e celulas do sangue sao bem- 
adaptadas para passarem atraves desses capilares. Eritrocitos, por exemplo, tem em torno de 
7 |J.m de diametro e sao facilmente deformaveis, facilitando sua passagem atraves dos capila¬ 
res (Figura 14.7). Muitas celulas de cancer, em contraste, possuem um diametro maior do 
que 20 |J,m, e nao sao especialmente deformaveis. (Alem disso, se celulas do cancer no sangue 
sao cobertas por plaquetas, seus diametros sao efetivamente aumentados, ocorrendo um blo- 
queio dos vasos mais largos do que capilares, isto e, pequenas arterias chamadas arten'olas.) 

Uma vez bloqueadas dentro dos pulmoes, algumas celulas circulantes do cancer poderiam 
desenvolver metastase. Entretanto, muitos tipos de metastase de tumores humanos sao en- 
contrados em diferentes lugares do corpo, indicando que freqiientemente celulas de cancer 
tem sucesso em escapar dos pulmoes e via) am para muitos outros lugares do corpo - perma- 
necendo por ser esclarecida a forma como isso ocorre. Em alguns experimentos, celulas de 
cancer bloqueadas em capilares tem sido observadas por perderem grandes quantidades de 


tecidos capilares 



sangue oxigenado 
sangue sem oxigenio 


tecidos capilares 


Barra lateral 14.2 Cdulas de cancer nor- 
malmente invadem como um grupo 
unificado A linguagem usada aqui e em 
outros textos para descrever invasivida- 
de as cdulas de cancer, atribui tal pro- 
priedade a celulas individuals que se 
aventuram fora do pen'metro do tumor 
primario, fazendo seu caminho na vi- 
zinhan 9 a do estroma e, finalmente in- 
travasando. De fato, existem tipos de 
cancer — por exemplo, carcinomas in- 
vasivos lobulares de mama (veja a Figu¬ 
ra 14.5A) - nos quais celulas de can¬ 
cer individuals deixam a massa tumo¬ 
ral uma por uma e procedem em uma 
fila linica (alguma vezes chamada “fila 
Indiana”) atraves de canals formados 
nas proximidades do estroma. Entre¬ 
tanto, um comportamento muito mais 
caracteristico das celulas de carcinoma 
invasivas esta mostrado na Figura 
14.5C, na qual um grupo bem-orga- 
nizado dessas celulas invade as proxi¬ 
midades do estroma. Como sera visto 
mais adiante neste capitulo, celulas de 
carcinoma em contato direto com o es¬ 
troma poderiam abrir caminho para 
outras celulas que as seguiriam. Mais 
cedo ou mais tarde, entretanto, essas 
linguas invasivas aproximam-se da 
musculatura vascular, e qualquer intra- 
vasao que ocorra deve depender da ha- 
bilidade individual da celula de can¬ 
cer ou pequenas massas dessas celulas 
em romperem seus vizinhos neoplasi- 
cos e entrarem na circula^ao. 


Figura 14.6 Principais rotas da circulagao 
do sangue atraves do corpo Este diagrama 
esquematico da circulagao da classe dos 
mamiferos indica que o sangue venoso 
(azu/) deixando o tecido (e entao celulas de 
cancer que tenham escapado do tumor 
primario e tenham feito intravasao) deve 
primeiro passar atraves do ventriculo direito 
do coragao e, entao, atraves dos pulmoes 
ao ventriculo esquerdo, onde e bombeado 
para a circulagao geral arterial. Essa 
passagem atraves da circulagao pulmonar 
requer passagem atraves dos capilares 
pulmonares, e quase todas as celulas em 
metastase que entram na circulagao 
venosa sao rapidamente presas a esses 
capilares. (De RFI. Raven, G.B. Johnson, S. 
Singer et at. Biology, 7® ed. Nova lorque: 
McGraw-Hill, 2005.) 
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Figura 14.7 Passagem atraves dos 
capilares (A) Microscopia intravital 
revelando as duas parades de urn capilar 
(E), eritrocitos (R) e alguns leucocitos (W). 
0 pequeno tamanho e a plasticidade 
dessas celulas permitem que elas passem 
pelos capilares sem ficarem presas. (B) Os 
vasos nesta micrografia de fluorescencia 
intravital sao urn pouco maiores do que os 
capilares. 0 plasma foi corado com urn 
corante verde, enquanto os eritrocitos 
foram corados em vermelho. A alta 
plasticidade dessas celulas vermelhas do 
sangue e aparente. Ja que muitas celulas 
de cancer tem mais de duas vezes o 
diametro dos eritrocitos e nao sao 
deformaveis, elas nao sao capazes de 
passarem atraves dos lumens de capilares. 
(De I.C. MacDonald, A.C. Groom e A.F. 
Chambers, BioEssays 24: 885-893, 2002.) 



Figura 14.8 Celulas de cancer crescendo 
no lumen de microvasos Microscopia 
confocal mostrando uma colonia de celulas 
de fibrossarcoma de rates, que expressam 
uma proteina verde fluorescente (GFP), 
proliferando dentro de uma arteriola cujas 
parades (vermelho) sao marcadas por meio 
do uso de urn corante que se liga a 
lipoproteina de baixa densidade (LDL). 

(LDL liga-se ao receptor de LDL mostrado 
nas superficies luminals das celulas 
endoteliais.) Estas celulas foram 
visualizadas cinco dias apos celulas unicas 
serem introduzidas na circulagao venosa de 
camundongos. (Cortesia de R.J. Muschel.) 



citoplasma, tornando-se celulas que, embora muito reduzidas em tamanho, parecem ser via- 
veis; uma vez que elas tenham sofrido essa amputagao, cada celula “magra” pode ter «ito em 
passar atraves dos estreitos capilares pulmonares. Uma explicagao plausi'vel e a de que as 
celulas de cancer migratorias possam evitar ser totalmente bloqueadas: em muitos organs, 
incluindo o pulmao, celulas em metastase podem passar capilares por meio de desvios arte- 
riais-venosos, os quais formam grandes poros, conexoes diretas entre as duas partes do siste- 
ma circulatorio. 

Tendo conseguido passar atraves dos pulmoes e chegar a circulagao arterial geral (veja a Figura 
14.6), celulas de cancer migratorias podem entao se espalhar por todos os tecidos do corpo. Al¬ 
guns experimentos sugerem que celulas de cancer usam receptores de superficie celular espedficos, 
como integrinas, para inicialmente se aderirem as paredes do lumen de arten'olas e capilares de 
certos tecidos. De qualquer modo, evidencias indicam que o simples bloqueio flsico dentro dos 
pequenos vasos, como discutido anteriormente, no contexto do pulmao, permite o espalhamento 
de muitas celulas de cancer com seu primeiro apoio dentro de um tecido. 

Uma vez alojadas em vasos sangiimeos de varios tecidos, celulas de cancer devem escapar 
do lumen desses vasos e penetrar nos tecidos que os rodeiam - o passo chamado extrava- 
sagao. O processo de extravasagao depende de interagoes complexas entre celulas de 
cancer e paredes dos vasos aos quais elas se tornaram presas. Celulas de cancer podem 
usar varias estrategias alternativas para extravasar. Elas podem comegar proliferando dentro 
do lumen dos vasos, criando um pequeno tumor que cresce e, por fim, destroi a parede 
do vaso adjacente (Figuras 14.8 e 14.9). Fazendo isso, elas empurram celulas endoteliais 
do lado, pericitos e celulas de musculo liso que previamente separavam o liimen do vaso 
do tecido que o circunda, sendo mais tarde chamado de parenquima. Alternativamente, 
celulas de cancer podem proceder imediatamente a atalhar o seu caminho atraves da 
parede do vaso. Sua habilidade em faze-lo pode depender de alguns mecanismos bioqul- 
micos e biocelulares que permitem que elas ou seus ancestrais imediatos invadam do 
tumor primario e intravasem (veja a Barra lateral 14.3). 


14.2 A coloniza^ao representa o passo mais complexo e 
desafiador da cascata invasao-metastase 

Uma vez que tenham chegado dentro do parenquima de um tecido, celulas de cancer em 
metastase podem comegar a formar uma massa tumoral nos seus novos locals encontra- 
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Figura 14.9 Passes levando a extravasagao Observagoes em 
microscopia eletronica de celulas de cancer de pulmao em 
metastase injetadas na circulagao venosa de camundongos tern 
sugerido que o processo de extravasagao frequentemente precede 
na seguinte sequencia de passes. (A) Celulas em metastase 
{citoplasma marrom-claro, nucleo marrom-escuro) ficam presas 
fisicamente ao capilar. (B) Em minutes, urn grande numero de 
plaquetas (azu/) se tornou ligado a essas celulas de cancer, 
formando urn micretrombo. Algumas dessas ainda nao 
desgranularam ou liberaram fatores de crescimento, preteases, etc. 

(C) Celulas de cancer empurram para e lade celulas endoteliais 


(verde) em uma parede de capilar, censequentemente alcangande 
contate direte com a base da membrana basal do capilar {laranja). 

(D) Em urn dia, o micretrombo e dissolvido pelas proteases do 
sangue que sao geralmente responsaveis por dissolverem coagulos. 

(E) Celulas de cancer comegam a proliferar no lumen do capilar. (F) 
Dentro de alguns dias, algumas vezes cedo, celulas de cancer 
rompem a membrana basal do capilar e invadem tecido parenquimal 
que as cercam (area cinza). (Note que, neste cenario, os 
microtrombos sao formados apenas depots que celulas de cancer 
se tornaram presas no capilar.) (De J.D. Crissman, J.S. Flatfield, D.G. 
Menter et al., Cancer Res. 48: 4065-4072, 1988.) 


dos, o processo frequentemente chamado de colonizagao. Esse passo e tambem um desa- 
fio - talvez o mais diffcil de todos, ostensivamente porque o ambiente do tecido estra- 
nho nao da as celulas de cancer fatores de crescimento e sobrevivencia familiares que 
permitem a seus progenitores crescer no tumor primario. Sem esses diferentes tipos de 
suporte fisiologico, celulas em metastase podem rapidamente morrer ou, quando muito, 
sobreviver por longos pen'odos como celulas unicas ou pequenos grupos de celulas de 
cancer - entao chamadas micrometastases — que podem apenas ser detectadas microsco- 
picamente e raramente aumentam de tamanho. Em geral, o numero de micrometastases 
no corpo do paciente com cancer excede muito aquele que cresceria o suficiente (varios 
mili'metros ou mais em diametro) para ser clinicamente detectavel. Essas micrometasta¬ 
ses poderiam ser muito disseminadas atraves dos tecidos do paciente com cancer, algu¬ 
mas vezes levando a resultados desastrosos. 


Barra lateral 14.3 Celulas de cancer sao con- 
torcionistas atrapalhadas A complexa tarefa 
de escapar da circulagao para o tecido paren¬ 
quimal adjacente e rotineiramente completa- 
da por leucocitos, que precisam ser habeis em 
entrar no parenquima em resposta a certos 
esti'mulos inflamatorios, incluindo a presen- 
ga de agentes infecciosos. Por meio de uma 
sequencia de passos conhecida como diape- 
dese, leucocitos sao habeis em induzir celulas 
endoteliais em venulas pos-capilares a se re- 
trai'rem, abrindo, assim, um portal no tecido 


base. O processo inteiro de ligagao a parede en- 
dotelial para entrada no tecido parenquimal leva 
menos de um minuto e envolve um programa 
coreografado elaborado de trocas bioquimicas e 
celulares! 

Em contraste, a grande maioria de celulas em 
metastase nao e favorecida por receptores e me- 
canismos de respostas bioquimicas para executar 
a diapedese. Conseqiientemente, se celulas neo- 
plasicas tern sucesso em penetrar atraves da pare¬ 
de de capilares ou vasos, elas parecem fazAlo pela 
forga bruta, talvez degradando partes do endote- 


lio em um processo que requer muitas boras, 
ate mesmo um dia, mais do que um minuto 
para completa-lo. De adicional interesse aqui 
e o fato de que a trombina produzida durante 
a formagao de microtrombos e absolutamente 
efetiva em clivar varias proteinas usadas por 
celulas endoteliais para ligarem-se a membra¬ 
na basal vascular; isso poderia causar o retrai- 
mento das celulas endoteliais dos microembo- 
los, dessa forma expondo a membrana basal 
do capilar ao ataque direto por celulas de can¬ 
cer e proteases geradas por elas. 
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Anticorpos reativos com citoqueratinas sao usados para detec^ao de micrometastase em car¬ 
cinomas primarios que se espalham em medulas osseas e sangue, enquanto um anticorpo 
contra uma molecula de adesao da celula epitelial (EpCAM) e freqiientemente usado para 
detectar micrometastase em linfonodos. Em todos esses casos, a presen^a de celulas citoque- 
ratina positivas isoladas (e portanto epiteliais) em tecidos por outro lado completamente 
mesenquimais representa um claro sinal de que o im'cio de metastase ocorreu. Tecnicas mi- 
croscopicas atuais usando anticorpos especi'ficos para citoqueratina permitem a detec^ao de 
uma linica celula em metastase entre 10^ ou ate mesmo 10'’celulas mesenquimais no sangue, 
na medula ossea ou nos linfonodos (Figura 14.10). 

Muitos dos passos nao progridem eficientemente, e a probabilidade de uma celula individual 
completar essas etapas com sucesso e muito baixa. Por exemplo, em alguns camundongos 
com tumores primarios de cerca de 1 g de massa (-10^ celulas), cerca de um milhao de celulas 
podem ser disseminadas na circula^ao cada dia, ainda que metastases visi'veis formadas em 
cada animal possam ser contadas nos dedos de uma mao. 

Essa baixa taxa de sucesso na forma^ao de metastases, algumas vezes chamada de inefi- 
ciencia metastdtica, e o produto final da seqtiencia de passos ineficientes que, juntos, 
formam a cascata invasao-metastase. Alguns experimentos indicam que passos iniciais 
nessa cascata sao executados bastante eficientemente por celulas em metastase, enquanto 
passos tardios, envolvendo coloniza 9 ao, ocorrem apenas raramente e, por isso, sao a me- 
dida limite determinante do processo como um todo. Conseqiientemente, um grande 



(B) 


Figura 14.10 Detecgao de micrometastase em iinfonodos e meduia (A) 
A presenga de celulas em metastase na medula ossea e geralmente 
anallsada pela retirada da medula da crista iilaca da peivis. Nesta 
micrografia, a presenga de micrometastases contendo muitas celulas 
de cancer na medula ossea de pacientes com cancer de colon tern 
sido detectada por coloragao com um anticorpo antiqueratina. (B) 
Essenclalmente, Imagens identicas podem ser detectadas em medula 
ossea extraida em pacientes com cancer de mama. Neste caso, um 
conjunto de olto celulas de carcinoma mamario, visto a um aumento 
um pouco mais baixo, formam uma micrometastase. (C) A presenga de 
micrometastases em um linfonodo e indicada pelo seu aspecto, que 
contrasta fortemente com aqueles linfocitos adjacentes. Aqui duas 
metastases de um adenocarcinoma de pulmao em camundongo 
(setas) em um linfonodo sao vistas no meio de um mar de linfocitos. 
Note a formagao de uma estrutura do tipo de um ducto pela 
micrometastase da direita. (A, cortesia de I. Funke e G. Riethmuller; B, 
de S. Braun, K. Pantel, R Muller et al., A/. Engl. J. Med. 342: 525-533, 
2000: C. cortesia de K.R Olive e T. Jacks.) 
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numero de micrometastases pode ser disseminado atraves do corpo, e muitas poderiam 
persistir por longos perfodos antes que um ou outro desses migrantes ou sens descenden- 
tes finalmente adquiram a habilidade de crescer como uma massa clinicamente detecta- 
vel (Barra lateral 14.4). 

Com base na existencia de micrometastases dormentes, que persistem nesse estado (sem 
crescer) por longos pen'odos, observou-se, em experimentos nos quais cdulas de cancer 
foram inicialmente marcadas por breve exposi^ao a partkulas contendo fluorescencia, 
que essa fluorescencia persistia por pen'odos extensos dentro da cdula, mas nao afetava 
sua viabilidade. Seguindo essa marca^ao, a concentra^ao intracelular — intensidade da 
fluorescencia das parti'culas mortas — diminuiu em um fator de 2 a cada divisao celular; 
alem disso, a intensidade da fluorescencia residual em celulas apos um pen'odo extenso 
permitiu estimar quantas divisoes celulares ocorreram desde a marca^ao inicial. 

Tais celulas de cancer marcadas foram introduzidas via circula 9 ao porta em camundon- 
gos vivos, nos quais elas formaram grande numero de micrometastase de cdula unica. 
Onze semanas mais tarde, celulas de cancer foram recuperadas desses camundongos, e 
muitas delas ainda possufam intensidade de fluorescencia completa (Figura 14.12), indi- 
cando que elas nao se dividiram mesmo uma unica vez desde que cbegaram nos camun¬ 
dongos. As celulas de cancer recuperadas permaneceram capazes de proliferarem in vitro 
e foram babeis em formar novos tumores quando injetadas subcutaneamente em outros 
camundongos. 

Esse experimento mostra que celulas de cancer em metastase dramaticamente permane- 
cem viaveis por longos pen'odos em um estado dormente sem divisao, dentro de tecidos 
diferentes. (Note que diferentes tipos de micrometastases aparecem quando celulas de 
cancer disseminadas conseguem proliferar e formar colonias de muito pequeno tamanbo 
dentro de tecidos diferentes; de qualquer forma, essas micrometastases nunca aumentam 
em tamanbo, ja que a velocidade de prolifera^ao nessas massas e contrabalanceada por 
uma igual velocidade de apoptose, talvez por causa do fracasso dessas cdulas em executar 
angiogenese. (Veja a Se^ao 13.7.) Qualquer que seja sua natureza, micrometastases re- 
presentam um perigo iminente, ja que com freqiiencia estao presences em um grande 
numero por todo o corpo e poderiam irromper anos apos o cancer ser descoberto e 
curado. 

Em resumo, multiplos passos da cascata invasao-metastase compreendem tantas trocas biolo- 
gicas distintas quanto todos os passos que precedem essa cascata durante o curso da forma^ao 
do tumor primario. A complexidade dessa cascata, como descrita nessas duas se^oes, levanta 
questoes que poderiam motivar muitas das nossas proximas discussoes deste capi'tulo: como 
celulas de cancer aprendem a se tornar metastaticas? Cada passo dessa cascata requer a a^ao 
de genes especi'ficos que se tornam alterados durante a progressao do tumor? Ou sao muitos 
dos passos individuals da invasao e metastase orquestrados por um unico gene principal 
controlador ou um pequeno grupo desses genes? 

Tambem abordaremos um outro simples mas profundamente importance ponto: cdulas 
altamente malignas carregam genes mutados especializados em induzir invasividade ou 
metastase? Ou esses passos tardios na progressao tumoral dependem especificamente da 
a^ao de oncogenes e supressores tumorais de genes que temos encontrado repetidamente 
neste livro? 


14.3 A transi^ao epitelial-mesenquimal e a perda associada da 
expressao de E-caderina permite que celulas de carcinoma 
tornem-se invasivas 

O primeiro de muitos passos que levam a metastase - a aquisi^ao do local de invasao — 
envolve as mais importances trocas no fenotipo de celulas do cancer dentro do tumor 
primario. Como antes, iremos focar esta discussao em tecidos epiteliais e carcinomas que 
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Barra lateral 14.4 Analises geneticas sugerem que a habilidade de de- 
senvolver metastase pode ocorrer fora do tumor primario Em talvez 
30% dos pacientes com cancer de mama, prostata e colon, cujos 
carcinomas primarios tenham sido removidos por cirurgia, possam 
ser detectadas micrometastases na medula, nos linfonodos ou no 
sangue; esses pacientes sao considerados como tendo “doen^a resi¬ 
dual minima”. Nesse estagio, analises geneticas das micrometastases 
indicam que elas sao geneticamente heterogeneas. Entretanto, anos 
mais tarde, quando o paciente tern recidiva da doen^a e manifesta 
rapidamente massas metastaticas detectaveis, celulas linicas de mi¬ 
crometastases desses pacientes apresentam maior similaridade gene- 
tica (Figura 14.11A). 

Isso sugere um estagio da progressao tumoral na qual a habili¬ 
dade em format colonias e adquirida separadamente da habilidade 
em disseminar para orgaos distantes. Inicialmente, celulas de cancer 
geneticamente diversas sao distribuidas por um tumor primario atra- 
ves do corpo, mas nenhuma delas tern sucesso em estabelecer-se como 
uma metastase macroscopica, simplesmente porque nenhuma delas 


e capaz de faze-lo. Depois de um periodo, entretanto, a evolu^ao 
genetica ocorre em algumas micrometastases, com a produ^ao de 
clones de celulas com novas caracteristicas adquiridas e habilidade 
em colonizar eficientemente. A medida que esse clone se expande, 
celulas de cancer come^am a disseminar-se atraves do corpo, geran- 
do entao uma nova, segunda onda de dissemina^ao metastatica. 
Celulas individuals que sao liberadas por esse clone logo constituem 
a maioria das micrometastases de celulas linicas na medula de pa¬ 
cientes, e essas micrometastases sao geneticamente muito similares, 
porque descendem da mesma popula^ao de celulas clonais. De for¬ 
ma importante, todas as celulas dessas novas micrometastases ad- 
quiriram a habilidade em colonizar, muitas tornando-se rapidamente 
metastases macroscopicas e um risco de vida para os pacientes. Esse 
modelo (Figura 14.1 IB) sugere que a evolu^ao que avan^a na dire- 
9 ao da malignidade freqiientemente ocorre em locals anatomicos 
distantes do tumor primario removido. Apesar do sugerido por es¬ 
sas observa^oes, o esquema da Figura 14.1 IB nao e ainda validado 
por grandes e estatisticamente robustos conjuntos de observa^oes. 


Figura 14.11 Heterogeneidade genetica de micrometastases e a evolugao da habilidade de 
coionizar (A) Micrometastases de celuias unicas de carcinomas primarios podem ser identificadas 
em biopsias de meduia devido a exibigao de marcadores de ceiulas epiteliais, como citoqueratinas 
ou EpCAM (veja a Figura 14.10), e entao isoladas usando-se micropipetas. (B) A adaptagao da 
hibridizagao genomica comparativa (CGFi; veja a Figura 11.20) e usada para analisar celulas 
micrometastaticas individuals para o ganho ou perda de varios bragos cromossomicos. Isso tern 
possibilitado relacionar resultados de “perfil genetico” de cada micrometastase com o perfil de 
muitas outras micrometastases isoladas do mesmo paciente. Esses perfis sao agrupados por 
similaridade em dendogramas: ao contrario, aqueles que possuem perfis geneticos muito diferentes 
sao localizados distantes nas ramificagoes desse dendograma. No evento em que multiplas 
micrometastases de um paciente unico sao agrupadas perto, uma com outra na ramificagao do 
dendograma (sendo entao fortemente relacionadas geneticamente), isso esta indicado por uma 
barra horizontal azul associada a esse par ou a um grande grupo de micrometastases. 
Micrometastases na medula de pacientes (identificadas por sondas) com tumores de mama, 
prostata e colorretal foram obtidas no momenta da remogao cirurgica de seus tumores primarios, o 
estagio chamado "doenga residual minima". Como vista no dendograma superior, apenas a minoria 
de micrometastases em pacientes com a doenga residual minima e agrupada no dendograma, 
indicando substancial heterogeneidade genetica de micrometastases dentro de cada paciente 
nesse estagio da doenga. Entretanto, meses ou anos mais tarde, quando ha recidiva da doenga 
com a ocorrencia de metastase macroscopica, muitas micrometastases detectadas em quase 
todos os pacientes sao localizadas proximas umas das outras no dendograma inferior, indicando 
uma forte correlagao genetica. (C) A analise mostrada no painel (B) sugere o seguinte modelo. Uma 
populagao de celulas do tumor primario geneticamente heterogenea inicialmente formada (veja a 
Figura 11.18) dissemina micrometastases igualmente heterogeneas atraves do corpo do paciente 
com cancer. 0 tumor primario e entao removido cirurgicamente, deixando para tras apenas 
micrometastases e criando o estagio da doenga residual minima. Apos um periodo de anos, em um 
ou outro local do corpo, um desses clones celulares micrometastaticos (verde-daro) adquire a 
habilidade de colonizar, isto e, tornar-se uma metastase macroscopica. Esta atua como fonte de 
celulas que geram uma nova cascata de disseminagao metastatica atraves do corpo. Devido a 
essas novas celulas disperses que compartilham uma origem clonal comum, as micrometastases 
formadas a partir delas sao geneticamente muito similares. Alem disso, as celulas em cada uma 
dessas micrometastases secundarias sao favorecidas com a habilidade de colonizar (ja que todas 
derivam de um clone celular de macrometastase que previamente adquiriu essa habilidade), muitas 
delas podendo crescer rapidamente, tornando-se macroscopicas, clinicamente detectaveis, que 
resultam em recidiva da doenga. (A e B, de C.A. Klein, T.J. Blankenstein, 0. Schmidt-Kittler et al.. 
Lancet 360: 683-689, 2002.) 
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Figura 14.12 Persistenoia de celulas 
tumorais solitarias dormentes muitas 
semanas depois da introdugao no figado 
Celulas de cancer de mama de 
camundongo tumorogenico foram 
marcadas pela indugao da captura de 
nanoparticulas de estireno (48 nm de 
diametro) coradas com fluorescencia. 

Essas celulas foram injetadas na vela 
mesenterica, que as transporta ate o 
figado, via vela porta. Apos 11 semanas, 
celulas tumorais puderam ainda ser 
detectadas no figado (sefas brancas). 
Signlficatlvamente, a Intensldade de 
fluorescencia de muitas dessas celulas nao 
mostrou diferengas quando comparadas 
com celulas recem-marcadas, indicando 
que elas nao se dividiram nem mesmo uma 
vez depois da marcagao. Os descendentes 
de muitas dessas celulas que foram 
isoladas e cultivadas in vitro foram 
tumorogenicos, isto e, capazes de formar 
tumor quando injetados nas camadas de 
gordura mamarias de camundongos. (Alem 
disso, celulas de cancer dormentes foram 
encontradas por serem totalmente 
resistentes a quimioterapia, que reduziu em 
ate 75% 0 tamanho de metastases que 
cresceram rapidamente nos mesmos 
camundongos.) (De G.N. Naumov, I.C. 
MacDonald, RM. Weinmeister et al.. Cancer 
Res. 62: 2162-2168, 2002.) 



eles disseminam. A organizagao das camadas das celulas epiteliais em tecidos normals e 
incompati'vel com a mobilidade e a invasividade apresentadas por celulas de carcinoma, 
ainda que esse piano de organizagao epitelial continue a ser respeitado em muitos carci¬ 
nomas primarios. Nestes tumores, laminas bem-organizadas de cdulas epiteliais estao 
presentes, embora sua topologia seja bastante diferente das de cdulas de epitdio normal 
(veja, por exemplo, a Figura 2.6). 


Com o objetivo de adquirir mobilidade e invasividade, cdulas de carcinoma devem alterar 
muito o seu fenotipo epitelial, destacando-se das camadas epiteliais, e softer uma drastica 
mudanga — a transigao epitelial-mesenquimal (EMT), mencionada no contexto de cicatriza- 
gao de ferimentos (Segao 13.3). Lembre que EMT causa a perda por celulas epiteliais das suas 
caracten'sticas morfologicas e do padrao de expressao genica e a hipotese da forma e progra- 
ma transcricional caracten'sticos das cdulas mesenquimais. Essa principal troca no fenotipo 
nas celulas epiteliais e necessaria para a reconstrugao das camadas epiteliais apos o ferimento 
(veja a Figura 13.13C). EMT e usada amplamente em certos passes morfogenicos ocorrendo 
durante a embriogenese, quando o remodelamento dos tecidos depende de EMT, executado 
por varies tipos de cdulas epiteliais (Tabela 14.1). E plausi'vel, embora nao-comprovado, que 
todos os tipos de carcinoma sofram uma EMT parcial ou completa, com o objetivo de adqui- 
rirem mobilidade e invasividade. 

Durante um dos passes da gastrulagao em embriogenese inicial, cdulas individuals destacam-se 
do ectoderma e migram na diregao interna do centre do embriao para formar o mesoderma, 
precursor dos tecidos mesenquimais, incluindo fibroblastos e celulas hematopoieticas (em corda- 


Tabela 14.1 Exemplos de EMTs durante o desenvolvimento embrionarlo de camundongos 


Processo 

Transigao 

De 

Para 

Gastrulagao 

epiblasto 

mesoderma 

Mesenquima pre-valvular 

endotello 

septo ventricular e atrial 

no coragao 

Celulas da crista neural 

placa neural 

celulas da crista neural, as quais 

Somitogenese 

paredes dos somitos 

podem produzir medula, musculo, 
slstema nervoso perlferico 
esclerotomo 

Formagao do palato 

epitello oral 

celulas mesenquimais 

Regressao do ducto de Mullerian 

trato de Mullerian 

celulas mesenquimais 


Adaptada de R Savagner, BioEssays 23: 912-923, 2001 








A EMT PERMITE INVASIVIDADE E DISSEMINACAO / 601 



dos). Essa conversao de celulas ectodermais, as quais, nesse estagio, sao ordenadas em camadas de 
celulas epiteliais, naquelas com fenotipo mesodermal, envolve EMT (Figura 14.13A). Ao mesmo 
tempo, essas celulas submetidas a EMT adquirem a habilidade de se translocarem de um ponto 
(camada externa de celulas) a outro (camada interna) dentro do embriao. 

A migra^ao de celulas neuroepiteliais da crista neural para o mesenquima de embrioes iniciais 
de vertebrados tambem depende da transforma^ao do fenotipo da celula, que pode ser me- 
Ihor descrito como uma EMT (Figura 14.13B). Similarmente, a migra^ao de precursores 
celulares miogenicos (os progenitores de celulas do musculo) do dermomiotomo do embriao 
inicial para a germina^ao dos membros depende de uma transforma^ao do fenotipo celular 
do tipo EMT. Todos esses processos, por sua vez, sustentam uma notavel semelhan^a com 
celulas em EMT na margem de ferimentos dentro do epitelio; essas celulas estao sob EMT 
transiente com o objetivo de migrar para dentro do local do ferimento e fechar espa^os nas 
camadas de celulas epiteliais criadas pelo processo de ferimento (veja a Figura 13.14). 

EMT pode tambem ser vista na margem de carcinomas que estao invadindo tecidos adjacen- 
tes (Figura 14.14). Esse processo patologico e notavelmente similar as EMTs que ocorrem 
durante a embriogenese inicial e a cicatriza^ao do ferimento. Uma vez ainda, celulas epiteliais 
cessam a expressao de protei'nas marcadoras epiteliais e expressam protemas mesenquimais 
em seu lugar; ao mesmo tempo, tais celulas perdem sua morfologia epitelial e tomam a apa- 
rmcia de fibroblastos (veja a Figura 13.13). 

A forte semelhan 9 a entre processos patologicos da invasividade do tumor e passos normals da 
embriogenese e cicatriza^ao de ferimentos sugere um modelo mecam'stico plausiVel: de acor- 
do com esse modelo, que e sustentado por extensivas evidencias reunidas nos liltimos anos, o 
programa complexo de reorganiza^ao celular exibido por celulas do carcinoma invasivas de¬ 
pende da reativa^ao de programas comportamentais latentes cuja expressao em geral e confi- 
nada a embriogenese inicial e a tecidos adultos injuriados. De acordo com essa linha de 
pensamento, uma vez que celulas do carcinoma adquirem acesso ao programa de EMT, elas 
podem explora-lo para mudar profundamente sua propria morfologia, mobilidade e habili¬ 
dade para invadir camadas de celulas proximas. Esse modelo implica que miiltiplas mudan- 
fas no fenotipo celular associadas a invasividade, algumas das quais descritas a seguir, nao 
necessitam ser adquiridas pouco a pouco pelas celulas do carcinoma. Em vez disso, essas 
celulas simplesmente ativam um programa morfogenetico que ja esta codificado nos sens 
genomas. (Isso logicamente evoca nossa discussao inicial sobre as intera^oes epitelio-estroma, 
na Se^ao 13.3, em que questionamos a explora 9 ao do programa de cicatriza^ao de ferimento 
por celulas de cancer com o objetivo de adquirir um estroma ativado.) 


Figura 14.13 Embriogenese e transigao 
epiteiio-mesenquimai (EMT) (A) Esta 
microscopia eletronica por varredura 
mostra a descamagao das ceiulas do 
ectoderma primitivo de um embriao de 
ourigo-do-mar (sefas brancas) e sua 
migragao para o interior do embriao. As 
ceiulas se tornaram arredondadas e 
adquiriram mobilidade antes da formagao 
dos rudimentos de mesoderma - trocas 
associadas com a transigao epiteiio- 
mesenquimai (EMT). Elas estao migrando 
ao longo de fitas de matriz extracelular do 
lumen do embriao inicial. (B) A 
descamagao das celulas neuroepiteliais do 
tubo neural tambem requer estar sob EMT. 
Celulas da crista neural embrionaria 
{laranja), as quais derivam da regiao 
superior do tubo neural epitelial inicial 
(cinza), descamam deste epitelio, adquirem 
mobilidade e invasividade e se dispersam 
atraves do embriao e, finalmente, atraves 
do corpo do organismo resultante, no qual 
formam melanocitos, muito do sistema 
nervoso periferico e muito do esqueleto da 
face. (A, cortesia de G. Cherr; B, de A.E. 
Vernon e C. LaBonne, Curr. Biol. 14: R719- 
R721, 2004.) 


Versoes normals e patologicas de EMT envolvem, alem das alteragoes na forma e aquisigao 
de mobilidade, mudangas fundamentals no perfil de expressao genica das celulas (Tabela 
14.2). A expressao de E-caderina e citoqueratinas — marcadores de celulas epiteliais - e repri- 
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mida, enquanto a expressao de vimentina, um componente filamentoso intermediario do 
citoesqueleto de celulas mesenquimais, e induzida. Celulas epiteliais que sofreram EMT fre- 
qiientemente come^am a produzir fibronectina, uma protema da matriz extracelular que e 
normalmente secretada apenas por celulas mesenquimais, como os fibroblastos. Ao mesmo 
tempo, a expressao ti'pica de marcadores fibroblasticos — N-caderina - e freqiientemente 
adquirida no lugar de E-caderina (Figura 14.15). 



(C) 


ESTADO 

EPITELIAL 

jungoes 

aderentes 


EMT 


membrana do plasma 



ligagao a actina 
do citoesqueleto 


ESTADO 

MESENQUIMAL 



P-catenina 
livre no citosol 


Figura 14.14 Transigao epitelio-mesenquimal na margem invasiva 
do tumor Celulas de carcinoma de colon na margem do tumor 
humano primario sofrem mudangas na expressao genica e 
localizagao de certas proteinas. (A) Enquanto a E-caderina [marrom) 
e fortemente expressada na membrana do plasma de celulas do 
centro do tumor primario, onde se formam jungoes aderentes {painel 
esquerdo), sua expressao diminui substancialmente em celulas 
invasivas individuals na margem desse tumor (sefas vermelhas, 
painel direito) localizado proximo da membrana do plasma. (B) Ao 
mesmo tempo, celulas no centro do tumor expressam p-catenina 
{vermelho-escuro, lado esquerdo) abaixo das suas membranas do 
plasma e de forma difundida pelo citoplasma, enquanto celulas 
tumorais na margem mostram intensa coloragao para p-catenina nos 


seus nucleos {lado direito). (C) Em celulas epiteliais normals, 
P-catenina serve para ligar a cauda citoplasmatica de E-caderina, 
que forma jungoes aderentes com celulas vizinhas (veja a Figura 
13.12), ao esqueleto de actina. Ela tambem funciona no citoplasma 
como uma chave intermediaria na via de sinalizagao Wnt (Segao 
6.10). A perda de E-caderina da membrana plasmatica libera 
moleculas de p-catenina, as quais poderiam entao migrar para o 
nucleo e associarem-se aos fatores de transcrigao Tcf/Lef, 
consequentemente induzindo a expressao de genes orquestrando o 
programa de EMT. (A, de T. Brabletz, A. Jung, S. Reu et al., Proc. 
Natl. Acad. Sc/. USA 98: 10356-10361, 2001; B, cortesia de T. 
Brabletz e T. Kirchner; C, de TA. Graham, C. Weaver, F. Mao et al.. 
Cell 103: 885-896, 2000, cortesia de H.-J. Choi e W.L. Weis.) 
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Tabela 14.2 Trocas celulares associadas a transigao epitelial-mesenquimal 
Perda de 

Expressao de citoqueratina (filamento intermediario) 

Proteina (E-caderina) das jungoes aderentes epiteliais 
Polaridade da celula epitelial 
Aquisigao de 

Eorma semelhante a fibroblasto 

Mobilidade 

Invasividade 

Programa de expressao de genes mesenquimais 
Proteina (N-caderina) das jungoes aderentes mesenquimais 
Secregao de proteases (l\/IMP-2, MMP-Q) 

Expressao de vimentina (fiiamento intermediario) 

Secregao de fibronectina 
Expressao do receptor PDGF 
Expressao da integrina avp6 


De todas essas protei'nas, a molecula transmembrana E-caderina tem um papel dominante 
influenciando o fenotipo em celulas epiteliais versus mesenquimais. Retome nossos primeiros 
encontros com E-caderina e seu papel na aderencia das celulas epiteliais (veja a Figura 6.26A 
e 13.12). Em epitelio normal, os ectodommios das moleculas de E-caderina se estendem da 
membrana plasmatica de uma celula epitelial para formar complexes com outras moleculas 
de E-caderina protundentes da superficie de uma celula epitelial adjacente. Isso permite a 
formagao de pontes bomodimericas (e ordens mais altas) entre celulas adjacentes de uma 
camada de celulas epiteliais, resultando nas jungoes aderentes que sao muito importantes 
para a integridade estrutural das folhas de celulas epiteliais. 

Os domlnios citoplasmaticos de moleculas individuals de E-caderina sao conectados as libras 
de actina do citoesqueleto via um complexo de a e P-cateninas (veja as Figuras 13.12 e 
14.14) e outras protei'nas subordinadas. O citoesqueleto de actina, por sua vez, fornece resis- 
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Figura 14.15 Mudangas bioquimicas 
associadas a EMT Como discutido 
anteriormente, EMT pode ser induzida por 
muitos fatores de transcrigao. Mostrados 
aqui estao os efeitos da expressao do fator 
de transcrigao Twist em celulas MOCK 
(Maden-Darby canine kidney), as quais sao 
amplamente usadas para estudar a 
biologia celular do epitelio. (A) Analises 
imunofluorescentes indicam que a 
expressao de marcadores epiteliais, 
especificamente E-caderina, p-catenina e 
y-catenina, e reprimida, enquanto a 
expressao de marcadores mesenquimais, 
especificamente vimentina e fibronectina, e 
induzida pela expressao ectopica de Twist. 
(B) immunobiots confirmam os resultados 
de imunofluorescencia, de uma forma mais 
quantitativa. Lisados de celulas-confrole 
sao analisados na coluna esquerda, 
enquanto lisados de celulas MDCK, 
forgadas a expressarem Twist, sao 
analisados na coluna direita. p-actina, cuja 
expressao nao e afetada por EMT, e usada 
aqui como um controle para assegurar que 
iguais quantidades de lisado celular foram 
usados para analise em todos os casos. 
Sm-actina, a-actina de musculo liso. (A e B, 
de J. Yang, S.A. Mani, J.L. Donaher et al., 
Cell 117:927-939, 2004.) 
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tencia para a celula. Ainda, unindo-se a citoesqueletos de actina de celulas adjacentes, mole- 
culas de E-caderina auxiliam uma camada de celulas epiteliais a resistirem a formas mecanicas 
que poderiam rompe-la. Uma vez que a expressao de E-caderina e suprimida, muitas das 
outras mudan^as fisiologicas celulares associadas a EMT parecem seguir o processo. Alguns 
experimentos indicam que a simples supressao da expressao da protei'na E-caderina faz com 
que a celula adquira morfologia mesenquimal e aumento da mobilidade. 

O papel essencial de E-caderina na aquisi^ao de fenotipos celulares malignos e tambem sus- 
tentado por observances indicando que o gene CDHl, que codifica para E-caderina, e repri- 
mido por metilanao no promotor em muitos tipos de carcinomas humanos invasivos (veja a 
Tabela 7.2) e, em outros, por certos repressores transcricionais; esse gene pode tambem ser 
inativado por mutanoes alterando a fase de leitura. Por exemplo, uma analise de 26 linhagens 
de celulas de cancer de mama humanas indica que oito tern mutafoes que levaram a inativa- 
nao da expressao do gene de E-caderina, cinco tiveram mutanoes gerando protemas trunca- 
das, enquanto tres tiveram delenoes resultando na expressao de moleculas de E-caderina mu- 
tantes na superficie celular. Ate agora, a perda da expressao de E-caderina ou a expressao de 
protei'nas mutantes tern sido documentada em carcinomas avan^ados de mama, colon, pros¬ 
tata, estomago, figado, esofago, pele, tins e pulmao. Mutafoes nos alelos da linha germinati- 
va do gene CDHl resultam em cancer gastrico familiar (veja a Tabela 7.1). 

Em estudos adicionais de muitos tipos de celulas de carcinomas que perderam a expres¬ 
sao de E-caderina, a reexpressao dessa protei'na (feita experimentalmente pela introdu- 
nao de um vetor contendo E-caderina) suprime muito a invasividade e a dissemina^ao de 
metastase nessas celulas cancerosas. Ao mesmo tempo, essas diversas observances indi¬ 
cam que os nlveis de E-caderina sao determinantes para o comportamento biologico das 
celulas de cancer epitelial, e que o contato celula-celula construi'do por E-caderina impe¬ 
de a invasividade e a metastase. 

A troca de E-caderina por N-caderina durante EMT (veja a Figura 14.15B) e tambem vista 
durante a gastrulanao na embriogenese inicial. Alem disso, o fator de crescimento de hepato- 
cito (HGF) promove a troca de E para N-caderina em cultura de celulas epiblasticas (as quais 
derivam da camada celular ectodermal embrionaria); desse mode, HGF induz EMT e per- 
mite a emigranao de celulas precursoras do musculo e da derme a partir do dermomiotomo 
primitive - a colenao de celulas do tipo epiteliais localizadas nos somites de embrioes jovens 
de vertebrados. No contexto da patogenia do cancer, HGF potencialmente induz mobilidade 
e invasividade em celulas de carcinoma. 

Como E-caderina, N-caderina que e produzida em seu lugar participa das interanoes 
homofflicas, ou seja, liga-se a outras moleculas do mesmo tipo exibidas por celulas vizi- 
nhas. Conseqiientemente, moleculas de N-caderina expressas na superficie de celulas de 
carcinoma submetidas a EMT aumentam a afinidade dessas celulas de cancer por celulas 
do estroma abaixo da camada de celulas epiteliais. Essa associanao parece ajudar na pene- 
tranao das celulas do carcinoma no meio da populanao de celulas do estroma. Precisa- 
mente a mesma dinamica tern sido proposta para explicar como os melanomas se desen- 
volvem: melanocitos normals expressam E-caderina, que conecta esses melanocitos aos 
queratinocitos ao redor; celulas de melanoma - derivadas de melanocitos transformados 
- expressam N-caderina, a qual facilita sua invasao no estroma da derme da pele e sua 
associanao com fibroblastos e celulas epiteliais (Figura 14.16). 

Tambem importante, a aquisinao da expressao de N-caderina nao resulta no acoplamen- 
to de grandes faixas de celulas de cancer que poderiam, em principio, ser criadas pela 
formanao de pontes de N-caderina entre celulas. Parece que pontes intermoleculares 
formadas entre pares de moleculas de N-caderina sao mais frageis do que aquelas forma- 
das por homodimeros de E-caderina. Isso ajuda a explicar por que moleculas de N-caderina 
na superficie celular favorecem ativamente a mobilidade celular, com comportamento 
muito diverso de E-caderina, que funciona imobilizando celulas dentro de camadas epi¬ 
teliais. Esse ponto e confirmado por experimentos nos quais vetores de expressao sao 
usados para obtennao de altos niveis de expressao de N-caderina em culturas de celulas 
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(A) 


E-caderina 




celula de melanoma 

celula de melanoma 


celula endotellal 
(mesenquimal) 


fibroblasto 

(mesenquimal) 


epiteliais normals. Cada expressao ectopica induz a aquisiqao de mobilidade e invasivi- 
dade, como indicado por sua habilidade em romper matriz extracelular reconstrui'da 
(ECM) introduzida na placa de cultura. 


Figura 14.16 Troca de caderinas e 
invasividade de celulas do melanoma 
Melanomas estao entre os tumores mais 
malignos devido as suas tendenclas em 
former metastase amplamente uma vez 
alcangado urn certo estaglo de progressao 
tumoral. Esse comportamento e atrlbuldo 
em parte a reativagao do programa 
bloibgico-celular que permite urn 
comportamento migratorlo de seus 
ancestrals da crista neural. A mudanga de 
expressao de E para N-caderlna, que 
ocorre quando melanocltos (A) se tornam 
transformados em celulas de melanoma 
(B), tern sido proposta por facllltar a 
Invasao do estroma, pols a nao-expressao 
de E-caderIna (azul) faz com que essas 
celulas de cancer se soltem dos seus 
queratinbcitos vizinhos da epiderme, 
enquanto a reposigao pela expressao de 
N-caderlna {vermelho) permite que tals 
celulas tumorals formem Interagoes 
homotipicas com varlos tipos de celulas 
mesenquimais, como fibroblastos e celulas 
endotellals, que resldem no estroma da 
pele (I. e., derme). (De N.K. Haass, K.S.M. 
Smalley e M. Herlyn, J. Mol. Histol. 35: SOB- 
SIS, 2004.) 


14.4 A transi^ao epitelial-mesenquimal e freqiientemente 
induzida por sinais do estroma 

Como descrito anteriormente, a transigao epitelial-mesenquimal (EMT) parece ser uma mu¬ 
danga irreversivel que celulas de carcinoma adquirem no avango em diregao ao estado de 
crescimento altamente maligno. Realmente, existem razoes para se acreditar que, durante o 
desenvolvimento de varios carcinomas, o fenotipo EMT e adquirido reversivelmente, e que, 
uma vez que essas celulas tenham completado os multiplos passes de invasao e metastase, elas 
freqiientemente revertem esse fenotipo para um fenotipo mais epitelial, passando pela transi¬ 
gao epitelial-mesenquimal, mencionada no capi'tulo anterior. 

Essa reversao sugere que EMT com freqiiencia e disparada por sinais que celulas de cancer 
possuem em um ambiente, mas nao em outro. Entao, celulas de carcinoma da linha de frente 
invasiva do tumor primario poderiam receber sinais especificos do estroma reativo proximo 
(Segao 13.3) que foram desenvolvidos durante a formagao desse tumor. Entretanto, uma vez 
que celulas de cancer tenham deixado o tumor primario e se fixado em um sitio distante, elas 
poderiam receber sinais do ambiente do estroma que nao induziriam EMT. Na ausencia 
desse contexto de sinais, alguns dos quais sao descritos a seguir, celulas de carcinoma pode¬ 
riam passar pela transigao mesenquimal-epitelial (MET) e reverter ao fenotipo de seus ances- 
trais no coragao do tumor primario (Figura 14.17; Barra lateral 14.5). 

De fato, tecnicas histopatologicas tradicionais tern falhado em demonstrar EMT na margem 
invasiva de carcinomas primarios por uma simples razao: uma vez que celulas tumorais pas- 
sem por uma total EMT (i. e., perdem o trato epitelial e adquirem o mesenquimal) elas sao 
essencialmente indistinguiVeis das celulas mesenquimais do estroma ao redor. Por essa razao, 
demonstragoes de EMT nas margens invasivas de tumores requerem o uso de anticorpos e 
reagentes celulares que nao sao normalmente usados em laboratorios de diagnostico patolo- 
gicos. O uso de anticorpos fluorescentes para detectar a localizagao intracelular de (J-catenina 
(veja a Figura 14.14B) e um exemplo desse tipo de reagentes. Uma outra demonstragao vem 
de celulas tumorais humanas xenoenxertadas, nas quais a expressao da integrina OC^Pg tern 
sido detectada por meio de imunocoloragao (Figura 14.19A). Nessa instancia, a expressao de 
a^Pg um outro marcador de EMT, pode ser vista apenas em uma fma camada externa de 
celulas tumorais que estao em contato com o estroma associado ao tumor. 
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Um outro marcador de EMT e fornecido pela laminina 2y. Em geral, essa protema e uma das 
tres subunidades da laminina-5, um importante constituinte da membrana basal, a qual as 
celulas epiteliais ligam-se via integrinas especi'ficas. Entretanto, celulas que passaram por 
EMT e se tornaram invasivas liberam apenas laminina 2y (e nao as outras duas subunidades 
da laminina-5), e a clivagem da laminina 2y por metaloproteinases de matriz (Se^ao 14.6) 


(A) 



tumor primario margem invasiva metastase de figado 


(B) 

carcinoma in situ carcinoma invasive 



macrometastases 



Figura 14.17 Reversibilidade de EMT Enquanto celulas da margem 
invasiva do carcinoma primario frequentemente dao evidencias de EMT 
metastases derivadas poderiam exibir uma histologia tipica no centre do 
tumor primario. (A) A liberagao de enzimas degradativas, notavelmente 
metaloproteinases de matriz (MMPs), e uma das muitas manifestagoes de 
EMT. Estas celulas em um carcinoma colorretal primario mostraram 
expressao de ambas, citoqueratina 18 {vermelho) e uma proteina da 
membrana basal [verde). Entretanto, na margem invasiva deste tumor, as 
celulas passaram por uma EMT parcial, na qual elas degradaram a 
membrana basal adjacente enquanto ainda expressavam citoqueratina 18, 
um marcador epitelial chave. Em uma metastase subsequente neste 
paciente, a qual presumivelmente descende de celulas que adquiriram 
invasividade na rota da disseminagao da metastase, as celulas formaram 
um crescimento, tendo, uma vez ainda, a aparencia histologica de celulas 


do centre do tumor primario. (B) Observagoes como aquelas do painel A 
sugerem o esquema aqui descrito. Entao, celulas de cancer epitelial na 
margem do carcinoma primario (rasa) sob EMT, invadem o estroma e se 
tornam mesenquimais (celuias vermelhas). Essa mudanga poderia parecer 
disparada por sinais que essas celulas do carcinoma recebem do estroma 
associado ao tumor. 0 novo estado mesenquimal adquirido permite a tais 
celulas invadir localmente, intravasar e, subsequentemente, extravasar o 
parenquima de um tecido distante. Uma vez que tenham se estabelecido 
nesse tecido, essas celulas encontram-se em um novo tipo de ambiente 
estromal, sem os sinais que previamente induziram seus ancestrais a 
passarem por EMT. Isso permite que elas revertam o fenotipo epitelial via 
transigao epitelial-mesenquimal (MET). (A regeneragao da membrana 
basal nao esta indicada aqui.) (A, cortesia de T Brabletz; B, adaptada de 
J.R Thiery, Nat Rev. Cancer 2: 442-454, 2002.) 
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libera um fragmento que funciona como um ligante do receptor de EGF, facilitando a mobi- 
lidade e sobrevivencia celular (Figura 14.19B). 

Possivelmente, a mais vi'vida demonstra^ao da conversao de fenotipo de celulas de carcinoma 
na margem invasiva do tumor vem do uso de um anticorpo antivimentina especi'fico huma- 
no, o qual demonstra EMT na margem invasiva do tumor formado pelo crescimento de 
celulas epiteliais mamarias humanas transformadas experimentalmente como um xenoenxer- 
to em um camundongo imunocomprometido (Figuras 14.19C e D). (O uso de anticorpos 
especrficos humanos garante, nesse exemplo, que as celulas expressando vimentina derivam 
das celulas de carcinoma humano positivas para queratina, e nao do estroma que as envolve, 
produzido pelo camundongo hospedeiro.) 


Barra lateral 14.5 A reversibilidade de EMT explica uma peculiarida- 
de de muitas metastases Todas as celulas de carcinoma que se tornam 
invasivas e metastaticas podem necessitar passar por EMT para adqui- 
rirem esses fenotipos complexes. (Cada celula pode passar por uma 
EMT total, durante a qual ela perde toda a caracterlstica epitelial, ou, 
alternativamente, pode passar apenas parcialmente por EMT, em que 
algumas caracten'sticas epiteliais sao retidas junto com novas mesen- 
quimais adquiridas.) Esse comportamento poderia parecer incompati- 
vel com um aspecto observado freqiientemente em metastase humana: 
crescimentos secundarios lembram, em m'vel histopatologico, o tumor 


primario do qual foram originados (veja, por exemplo, as Figuras 14.17A 
e 14.18). De fato, as celulas em tais metastases parecem ser tao epite¬ 
liais no seu comportamento quanto a massa de celulas do tumor pri¬ 
mario; ainda assim, elas descendem de celulas invasivas que suposta- 
mente passaram por EMT com o objetivo de iniciar a dissemina^ao da 
metastase. Essa inconsistencia e resolvida se assumirmos que EMT e 
totalmente reversi'vel, e que linhagens de cdulas de alta malignidade 
com freqiiencia passam apenas transientemente atraves de um estado 
mesenquimal enquanto viajam do tumor primario para o local da for- 
ma^ao da metastase. 


Figura 14.18 A aparencia do tumor primario 
e metastases derivadas Estas micrografias 
iiustram a impressionante similaridade na 
aparencia e padrao de expressao de um 
tumor primario retirado de mama (imagens 
da esquerda) e uma metastase de cerebro 
detectada dois anos depois {imagens da 
direita). (A) Imuno-histoquimica usando um 
anticorpo anti-receptor de estrogenio (ER) 
revela a presenga desta proteina {marram) 
no nucleo de ambas, celuias do tumor 
primario e celulas de metastases. (B) 
Imuno-histoquimica usando um anticorpo 
anti-HER2/Neu revela a expressao desse 
receptor na superficie de celulas tumorais 
em ambos, tumor primario {bordas em 
marram) e metastase de cerebro derivada. 
Em ambos os casos, a aparencia das 
celulas epiteliais e daquelas celulas do 
estroma recrutadas sao marcadamente 
similares. De fato, essa semelhanga 
frequentemente ajuda patologistas a 
identificarem a origem do tumor primario do 
qual a metastase derivou e fornece suporte 
para o modelo descrito na Figura 14.17B. 
(Cortesia de T.A. Ince.) 
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Figura 14.19 Manifestagoes de EMT na interface entre epitelio tumoral 
e estroma (A) A expressao da integrina (\Pg esta associada a EMT. Essa 
integrina e expressada em tecidos epiteliais em cicatrizagao de 
ferimentos ou inflamagao cronica; isso tambem e visto em margem 
invasiva de carcinomas. Em urn tumor xenoenxertado formado por 
celulas de carcinoma de faringe humana Detroit 562, a expressao de 
integrina ogpgb exibida por celulas de carcinoma na margem invasiva do 
tumor (marrom-escuro) que estao em contato direto com o estroma 
associado ao tumor, sugerindo que sinais do estroma sao responsaveis 
por essa expressao em celulas epiteliais. (B) Laminina 2y normalmente 
serve como uma subunidade da molecula heterotrimerica laminina-5 da 
membrana basal (veja a Figura 13.5). Entretanto, celulas de carcinoma 
que passaram por EMT na margem invasiva secretam essa protelna, que 
imediatamente apos e clivada no espago extracelular por uma 
metaloproteinase de matriz (MT1-MMP) em urn ligante de receptor de 
EGF que estimula as celulas de cancer a sobrevivencia e mobilidade. 
Nesta micrografia, celulas da margem invasiva de carcinoma colorretal 
humane {linha pontilhada, esquerda) comegaram a invadir o estroma 
(direta). Como indicado por imuno-histoquimica, celulas individuals de 
carcinoma que ja tenham invadido profundamente o estroma expressam 
altos niveis de laminina 2y {marrom, setas). (C) Celulas epiteliais 
mamarias humanas transformadas experimentalmente (MFCs) foram 
implantadas em urn camundongo hospedeiro imunocomprometido. 
Celulas de carcinoma humane citoqueratina-positivas {vermelho) 


dirigem-se para o centre da massa tumoral, e nao estao em contato 
direto com celulas do estroma do camundongo que as envolvem, cuja 
presenga e indicada apenas por seu nucleo corado com DAPI {azul). 
Entretanto, muitas das MECs humanas que estao em contato direto 
com 0 estroma passaram por EMT, como indicado pela perda da 
coloragao de citoqueratina e por sua expressao em vez de vimentina 
especifica humana {verde). (0 uso de anticorpos que especificamente 
reconhecem vimentina humana [e nao de camundongo] assegura que as 
celulas verdes na margem invasiva derivam das celulas humanas 
enxertadas, e nao do camundongo hospedeiro.) Alem disso, algumas 
dessas celulas de cancer na margem invasiva perderam a forma cuboidal 
das celulas de cancer epitelial e assumiram, por sua vez, uma forma 
fibroblastica mais alongada. (D) A exibigao preferencial de vimentina na 
margem dessas ilhas de celulas de carcinoma e revelada aqui. Urn tumor 
formado pela mesma linhagem de MECs humanas transformadas, 
descrito no painel C, pode ser visto aqui em urn baixo aumento. Esta 
imagem deixa aparente que celulas do carcinoma que estao em 
contato direto com o estroma que as envolve passaram por EMT, como 
julgado pelo criterio de exibigao de vimentina {marrom), enquanto 
celulas tumorais no interior dessas ilhas nao exibem vimentina humana 
e permaneceram, presumivelmente, em estado epitelial. (A, cortesia de 
D.R. Leone, B.M. Dolinski, e S.M. Violette, Biogenidec; B, de E. Shinto, 
FI. Tsuda, H. Ueno et al., Lab. Invest. 85: 257-266, 2005: C, cortesia de 
K. Flartwell e T.A. Ince; D, cortesia de TA. Ince.) 
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Essas e outras observances indicam que o envolvimento de certos sinais heterotfpicos origina- 
dos no estroma reativo de carcinomas primaries, vao de encontro a celulas neoplasticas loca- 
lizadas nas margens externas da massa de celulas epiteliais, e induzem estas celulas a softer 
EMT. Evidencias abundances indicam que TGF-P e um importance agente que transporta 
esses sinais estromais. Outras observances implicam uma variedade de outros fatores, in- 
cluindo TNF-a (fator-a de necrose tumoral), fator de crescimento epidermal (EGF), IdGF 
(fator de crescimento de hepatocito), e IGF-1 (fator-1 de crescimento semelhante a insuli- 
na). Parece provavel que esses sinais estromais ajam em varias combinanoes um com o outro 
e com alelos mutantes, como os oncogenes ras, que residem em celulas epiteliais transforma- 
das como o objetivo de ativar o seu programa EMT. (Presumivelmente a diversidade de 
fatores que induzem EMT reflete o grande niimero de passes em embriogenese normal du¬ 
rante os quais EMT ocorre, sendo induzida em varies locais durante o desenvolvimento do 
embriao por diversos sinais heteroti'picos.) 

Em um conjunto de experimentos, a exposinao aTGF-P, de celulas epiteliais mamarias (MEGs) 
de camundongos ritr-transformados EpRas, resultou na perda progressiva da morfologia epi- 
telial e na redunao de marcadores epiteliais, incluindo citoqueratinas e E-caderina. Ao mes- 
mo tempo, essas celulas transformadas adquiriram marcadores proteicos mesenquimais, como 
vimentina, e assumiram a morfologia, semelhante a dos fibroblastos - todos os marcadores 
de parede de EMT De maneira provocativa, uma vez que essas celulas r^tr-transformadas 
passaram por EMT, elas comenaram a produzir seu proprio TGF-P 1; este, agindo via uma 
alna de sinalizanao autocrina, permitiu a manutennao do seu fenotipo mesenquimal por lon- 
gos pen'odos, mesmo quando o esdmulo TGF-P foi retirado do seu meio de cultura (Figura 
14.20A-D). Esses estudos sugerem que a sinalizanao via TGF-P pode atuar com o oncogene 
ras para causar cancer epitelial sob EMT. Similarmente, a manutennao da sinalizanao de 
TGF-P por uma alna de retroalimentanao positiva poderia ter um importance papel na ma¬ 
nutennao da expressao da integrina OC^Pg e EMT em celulas de carcinoma humane. Essa 
figura tambem indica que TGF-P pode, fteqiientemente, ser produzido em abundancia pelo 
estroma associado ao tumor (Figura 14.20E). 

Dois dos efetores que atuam downstream na funnao de Ras (veja as Senoes 6.5 e 6.6) parecem 
ser responsaveis pela colaboranao entre Ras e TGF-P. A oncoprotefna Raf, que funciona 
imediatamente downstream a Ras, pode produzir um EMT por si so: isso induz celulas EpRas 
transformadas a secretarem TGF-P, que entao age de um mode autocrino para induzir EMT 
nessas celulas. PI3K, um outro efetor da oncoprotefna Ras, protege celulas Ras transforma¬ 
das de efeitos citostaticos e pro-apoptoticos de TGF-P. 

Um mecanismo relacionado tambem parece explicar a progressao de tumores de pele que 
tenham sido iniciados, em camundongos, pela ativanao do oncogene ras. As celulas desses 
tumores evoluem para um fenotipo altamente diferenciado, de celula escamosa (veja a Figura 
2.6A,B) em celulas de cancer que sao moveis, em formato de fuso e metastaticas. (Celulas em 
formato de fuso exibem uma morfologia similar aquelas de fibroblastos transformados.) Essa 
progressao para um estado altamente maligno e acompanhada e causada provavelmente por 
um aumento progressivo nos nfveis da oncoprotefna Ras, assim como pelo aumento da loca- 
lizanao nuclear do fator de transcrinao Smad2, este ultimo indicando intensa sinalizanao por 
meio da via TGF-P (veja a Figura 6.29D). 

O papel de TGF-P em promover ativamente a agressividade de celulas de cancer malignas 
contrasta gravemente com nossas primeiras discussoes dos seus efeitos antiproliferativos. Fortes 
evidencias de que TGF-P pode favorecer o comportamento celular maligno sao fornecidas 
por numerosos estudos, nos quais os nfveis de TGF-P associado a tumor (fteqiientemente 
TGF-P 1) foram encontrados por elevar-se paralelamente ao aumento do grau de invasivida- 
de e agressividade do tumor. De fato, altos nfves de TGF-P, em ambas, massa tumoral e 
circulanao geral, conferem um prognostico ruim para o paciente com cancer. 

Resumindo essa e outras observances, TGF-P pode contribuir para a invasividade da celula 
de cancer por ao menos quatro razoes. Primeira, muitos carcinomas humanos surgindo do 
lado de fora do intestine retem ao menos alguma sinalizanao funcional de receptor de TGF-P, 
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Figura 14.20 Controle de EMT por TGF-P e seus efeitos em celulas tumorogenicas Celulas 
epiteliais mamarias de camundongo (MFCs) da linhagem celular EpFI4 foram transformadas em 
celulas tumorais por meio da introdugao do oncogene ras, produzindo celulas EpRas. (A) Celulas 
EpRas (esquerda) geralmente tern uma aparencia epitelial, achatada e expressam E-caderina 
{verde) nas suas jungoes celula-celula. Entretanto, quando sao cultivadas por sete dias na 
presenga de TGF-pl {direita), elas passam por EMT e assumem uma aparencia alongada 
fibroblastica (nao visivel aqui). Alem disso, suprimem a expressao de E-caderina e expressam 
vimentina em seu lugar (vermelho), desse modo trocando o programa de expressao genica epitelial 
por mesenquimal. Nucleos sao corados em azul com DAPI. (B) Apos as celulas EpRas passarem 
por EMT (painel A), elas mantem o estado mesenquimal, como fibroblastos, por meio de sua 
propria produgao e resposta a TGF-pl (I. e., via sinalizagao autocrina de TGF-pl). De qualquer 
forma, quando essas celulas sao cultivadas em urn meio sem a adigao de TGF-pl e seu meio e 
trocado diariamente (para remover qualquer TGF-p que possa ter sido secretado), sua aparencia 
gradualmente reverte para urn fenotipo epitelial achatado, como mostrado apos 3, 5 e 10 dias de 
culture {esquerda para direita), indicando que elas passaram por uma transigao epitelial- 
mesenquimal (MET). (C) Quando celulas EpRas que tenham crescido em urn tumor na presenga de 
altas concentragoes de TGF-p autocrine sao colocadas em geis de colageno in vitro, elas formam 
estruturas altamente invasivas, vistas aqui (painei da esquerda). Entretanto, se essas celulas sao 
propagadas in vitro em condigbes identicas na presenga de anti-soro que neutralize TGF-pl (por 
sequestrar qualquer TGF-p produzido por elas), elas revertem para o fenotipo epitelial, formando 
estruturas em ducto em gels de colageno, que sao tipicas daquelas formadas por MECs cultivadas 
normalmente {painel da direita). (D) 0 uso de urn recptor de TGF-p do tipo 11, negativo-dominante 
(dn) (que efetivamente bloqueia sinalizagao via TGF-p autocrine), fornece mais uma evidencia de 
que a sinalizagao via TGF-p autocrina por celulas EpRas e requerida para a manutengao do seu 
estado mesenquimal. Quando essa sinalizagao e bloqueada pela expressao do seu receptor, a 
aparencia mesenquimal das celulas EpRas {esquerda) desaparece, e elas assumem uma 
aparencia epitelial {direita), indicando, como antes, que elas passaram por uma transigao 
mesenquimal-epitelial (MET). (E) Celulas de carcinoma Detroit 562 cresceram em urn tumor 
expressando a integrina a„pg {vermelho, veja a Figura 14.19A), o que e um indicio da sua passagem 
por EMT, enquanto TGF-p {verde) esta sendo produzido por celulas do estroma associado ao 
tumor. a^Pgexibida pelas celulas do tumor pode ativar a forma latente de TGF-p produzido por 
celulas estromais, dessa forma criando um fator que e um forte indutor de EMT e a expressao 
adicional da integrina a„Pg por celulas epiteliais, resultando uma alga de retroalimentagao positive 
com sustento proprio. (A, de E. Janda, K.Lehmann, I.Killisch et al., J.Cell Biol. 156: 299-314, 2002; B 
e C, de M. Oft, J.peli, B.M. Dolinski e S.M. Violette, Biogenidec.) 
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o que Ihes permite continuar respondendo a TGF-P durante todo o curso da progressao 
tumoral. (Isso contrasta com a situagao observada em um subconjunto de carcinomas de 
colon, nos quais a fungao do receptor poderia ser inteiramente perdida por meio de mutagoes 
nos genes que codificam o receptor; veja a Segao 12.9). Segunda, a inativagao da via do pRb, 
que ocorre em muitos, senao em todos os canceres humanos, originando celulas malignas 
que perdem a reagao aos efeitos citostaticos de TGF-P (veja a Segao 8.10); essa perda permite 
que as celulas respondam a outros tipos de sinais downstream que sao liberados pela ativagao 
dada pelos receptores de TGF-P ativados pela ligagao. Terceira, na ausencia de efeitos citosta¬ 
ticos de TGF-P, a exposigao das celulas de cancer a esse fator poderia realmente favorecer sua 
proliferagao. Por exemplo, celulas de glioblastoma e osteossarcoma que sao tratadas com 
TGF-P respondem produzindo e secretando PDGF; uma vez liberado, PDGF age de um 
modo autocrino, estimulando a proliferagao dessas celulas de cancer via receptores de PDGF 
que elas exibem. Finalmente, a exposigao de celulas de cancer de mama ao TGF-P causa a 
liberagao de outros fatores que aceleram a quebra da coluna mineralizada — um passo cn'tico 
na formagao de metastase osteoUtica\ como iremos ver mais adiante, essa quebra libera mito- 
genos adicionais que dirigem a proliferagao celular do cancer. 


TGF-a, agindo sozinho ou em conjunto com TGF-P, tambem parece set um importante 
agente para indugao de EMT. No im'cio da progressao tumoral, TGF-a com freqiiencia e 
produzido por cdulas inflamatorias, como macrofagos (veja a Segao 11.16). Nesse estagio, 
ele funciona por meio de seus receptores para ativar a via de sinalizagao NF-kB em cdulas 
epiteliais. TGF-P tambem ativa a via NF-kB em celulas epiteliais, como as celulas epiteliais 
mamarias de camundongo imortalizadas, discutidas anteriormente. Em varios tumores, TGF-a 
e TGF-P podem contribuir, em diferentes proporgoes, para a manutengao da sinalizagao de 
NF-kB ativa. Essa sinalizagao parece ser cn'tica para a indugao e manutengao de EMT, como 
indicado pelo trabalho com celulas epiteliais de camundongo EpRas. Entao, o bloqueio da 
sinalizagao NF-kB previne a expressao de seu programa EMT (Figura 14.21). 

A influencia dos macrofagos do estroma no comportamento invasivo e metastatico das 
cdulas de cancer primario pode ser demonstrada pelo estudo de camundongos alterados 
geneticamente, com a falta da habilidade em produzir o fator 1 estimulador de colonias 
(CSF-1). Como foi discutido no capi'tulo anterior, o aparecimento de carcinomas ma- 
marios em camundongos transgenicos com tendencia a cancer geralmente recrutam gran- 
des mimeros de macrofagos associados a tumor(TAM). Entretanto, quando celulas tu- 
morais nesses camundongos perdem a habilidade de produzir CSF-1, TAMs sao virtual- 
mente ausentes (veja a Figura 13.24). A ausencia de CSF-1 e TAMs nao tern efeito no 
crescimento do tumor primario (Figura 14.22A), mas esses tumores mostraram um com¬ 
portamento benigno e nao-invasivo, em contraste com tumores que tiveram sucesso em 


Figura 14.21 A via de sinaiizagao de NF-kB 
e a indugao de EMT Celulas da linhagem 
EpRas, originadas de celulas epiteliais de 
mama de camundongo transformadas (veja 
a Figura 14.20), foram tratadas com TGF-P 
( 2 a e 4^ micrografias, linha superior). Isso 
ocasionou a supressao da expressao da E- 
caderina (rasa, e 2^ micrografias, linha 
superior), assim como uma indugao de 
vimentina (rasa, 3® e 4^ micrografias, iinha 
superior). Entretanto, quando a forma 
negativa-dominante de IkBu, que bloqueia 
a sinalizagao de NF-kB (veja a Figura 
6.29A), foi expressada nessas celulas (linha 
inferior), o tratamento com TGF-p falhou em 
suprimir a expressao de E-caderina (rasa, 

7® e 2® micrografias) e em induzir a 
expressao de vimentina (rasa, 3^ e 4^ 
micrografias). Isso indicou que a 
sinalizagao de NF-kB foi necessaria para a 
indugao de EMT nessas celulas. Oufros 
experimentos (nao-mostrados) indicaram 
que a afivagao constitufiva de NF-kB foi 
suficiente para induzir EMT nessas celulas. 
(De M.A. Huber, N. Azoifei, B. Baumann et 
al., J. din. invest. 114: 569-581, 2004.) 
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recrutar TAMs (Figura 14.22B). A influencia desses macrofagos no comportamento me- 
tastatico e impressionante: sem TAMs, esses tumores de mama falham em desenvolver 
metastase para os pulmoes (Figura 14.22C). 

Este experimento fornece evidencias convincentes de que o comportamento invasivo e 
metastatico das celulas de carcinoma de mama de tais camundongos e muito influencia- 
do por sinais que essas celulas de carcinoma recebem das celulas do estroma, nesse caso, 
macrofagos. Ele falha, entretanto, em revelar a natureza precisa desses sinais. E provavel 
que TGF-a derivado de macrofagos, como discutido anteriormente, contribua para a 
indu^ao de EMT em celulas de cancer e, em conseqiiencia, para o comportamento inva¬ 
sivo e metastatico descrito na Figura 14.22. Um outro sinal-cbave, derivado de macrofa¬ 
gos, e provavelmente transportado por EGE 

Algumas das evidencias favorecendo EGF como indutor-chave da invasividade das celu¬ 
las de cancer vem de estudos de celulas de cancer de mama de camundongo in vitro e in 
vivo. Como muitas celulas epiteliais, celulas de carcinoma expressam receptores de EGF, 
e a ativa^ao desses recptores por EGF faz com que adquiram mobilidade, invasividade e 
secretem CSF-1, que atrai e estimula macrofagos (Figura 14.23). Macrofagos respondem 
a CSF-1 por prolifera^ao e libera^ao de EGF, que, por sua vez, ativa celulas de cancer. 
Esses efeitos todos procedem mais por meio de sinaliza^ao paracrina que autocrina, pois 
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Figura 14.22 Efeitos dos macrofagos na invasao e mefastase 
Camundongos de uma linhagem transgenica desenvolvem carcinomas 
mamarios pela expressao do transgene no qual o promotor MMTV 
dirige a expressao do oncogene middle T de polioma {PyTM). Esse 
transgene tern sido introduzido, por meio de cruzamento, em 
camundongos que podem (Csf ou nao (Csf °Aop) produzir o fator-1 
estimulador de colonias (CSF-1), que e necessario para recrutar 
macrofagos para a massa tumoral (veja a Figura 13.24). (A) A presenga 
(em camundongos Csf +*p) ou ausencia (em camundongos Csf °p/°p) 
de macrofagos associados a tumor recrutados (TAMs) nao tern efeito 
na habilidade no crescimento de tumores de mama primaries nesses 
camundongos transgenicos. (B) Tais tumores que surgem em 
camundongos Csf (cujos tumores contem muitos TAMs, nao- 
mostrado) desenvoiveram um fenotipo altamente invasivo, no qual 


celulas de carcinoma individuals invadem o estroma proximo em 
grandes numeros Ipainel da esquerda, setas). Entretanto, se tumores se 
desenvoivem em camundongos Csf °pPp, nos quais macrofagos nao 
podem ser recrutados para o estroma associado ao tumor {painel da 
direita), as celulas do tumor nao quebram a membrana basal, e o tumor 
como um todo permanece encapsuiado e benigno, indicando que os 
macrofagos contribuiem de maneiras essenciais para a invasividade do 
tumor. (C) Em camundongos Csf metastases nos puimbes comegam 
a aparecer em 18 semanas e aumentam progressivamente desde entao 
(barras azuis), como estimado pela quantidade de RNA de poliomavirus T 
medio (expressado em celulas tumorais) presente nos puimbes 
(ordenada). Entretanto, em camundongos Csf °pPp TAM-negativos 
{barras laranja), metastases sao virtualmente ausentes. (De E.Y Lin, A.V. 
Nguyen, R.G. Russell e J.W. Pollard, J. Exp. Med. 193: 727-740, 2001.) 
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Figura 14.23 Estimulagao reciproca de celulas de cancer de mama e 
macrofagos Lima variedade de experimentos indica que macrofagos 
sao a maior fonte de EGF em canceres de mama. EGF e conhecido por 
ser habil em estimular celulas epiteliais de cancer a proliferarem e 
invadirem a matriz extracelular. Alem disso, a exposigao a EGF induz as 
celulas de cancer de mama a liberarem CSF-1, o que Ihes permite 
recrutar macrofagos e estimula-los a produzirem mais EGF, resultando 
em uma alga de retroalimenfagao positiva entre esses dois tipos 
celulares. (A) Analises por PGR mostraram que os niveis de mRNA 
desses dois fatores de crescimento e seus receptores sao 
reciprocamente expressados em celulas de carcinoma mamario que 
surgem em camundongos transgenicos com tendencia a cancer (veja a 
Figura 14.22) e em macrofagos estromais recrutados. (B) Celulas de 
cancer de mama (marcadas aqui com a protelna verde fluorescente, 
GFP) foram colocadas no fundo de uma placa de Petri {vista lateral) 
abaixo de uma camada de gel de colageno {imagem de cima), onde 


permaneceram. Similarmente, macrofagos (vermelho) tambem 
permaneceram onde foram inicialmente colocados, no fundo da placa 
de Petri abaixo do gel de colageno [imagem do meio). Entretanto, 
quando as duas populagoes foram co-cultivadas nessa posigao, 
celulas de cancer de mama [verde) foram entao induzidas a se 
moverem para cima e invadir a camada superior de gel de colageno 
[Imagem Inferior). (C) Interagoes reciprocas entre celulas de cancer de 
mama e macrofagos sao ilustradas esquematicamente. Como 
macrofagos sao frequentemente encontrados proximos a microvasos, a 
estimulagao da mobilidade e invasividade de celulas de cancer de 
mama por macrofagos associados a tumor (TAMs) pode tambem 
contribuir para a intravasagao de celulas de cancer, como descrito aqui. 
(A, de J. Wyckoff, W. Wang, E.Y Lin et al.. Cancer Res. 64:7022- 7029, 
2004; B, de S. Goswami, E. Sahai, J.B. Wyckoff et al., Cancer Res. 65: 
5278- 5283, 2005; C, de W.Wang, S. Goswami, E. Sahai et al.. Trends 
Cell Biol. 15:138-145, 2005.) 


cdulas de cancer de mama nao expressam receptores de CSF-1 e macrofagos nao expres- 
sam receptores de EGF (veja a Figura 14.23A). Conseqiientemente, esses dois tipos de 
celulas colaboram por estimulagao reciproca uma a outra, produzindo um outro tipo de 
alga de retroalimentagao positiva. Enquanto a mobilidade e a invasividade de celulas de 
cancer sao claramente demonstradas nesses experimentos, a indugao de EMT nessas ce¬ 
lulas pode apenas ser inferida pela aquisigao de mobilidade, comportamento invasivo. 





















614 / CapItulo 14 Expandindo-se: InvasAo e MetAstase 


Figura 14.24 Espalhamento celular e 
comportamento celular Invasive Induzido 
por FIGF 0 fator de crescimento de 
hepatocito (FIGF), tambem conhecido 
como fator disseminador (SF), e produzido 
por uma variedade de tipos de celulas 
estromais. Isso tern profundos efeitos em 
celulas epiteliais que exibem seu receptor 
cognato, Met. (A) Mostradas aqui estao 
celulas MDCK (rim canino Maden-Darby, 
citoplasma vermelho), que sao bastante 
usadas para estudo de biologia celular 
epitelial. As celulas no painel da esquerda 
foram crescidas em meio normal, enquanto 
as celulas do painel da direita foram 
crescidas em meio com FIGF/SF. Em 
culture de monocamada, essas celulas 
epiteliais normalmente formam conjuntos 
de celulas. Entretanto, apos o tratamento 
com FIGF/SF, elas tornaram-se moveis e 
espalharam-se em muitas diregbes. (B) 
Quando introduzidas em gels de colageno, 
celulas MDCK normalmente formam 
pequenas masses esfericas {painel da 
esquerda). Entretanto, seguindo exposigao 
com FIGF/SF, essas celulas crescem em 
processes longos invadindo o gel de 
colageno ao redor (painel da direita). (A, 
cortesia de J.FI. Resau; B, cortesia de U. 
Schaeper, de M. Rosario e W. Birchmeier, 
Trends Cell Biol. 13: 328- 335, 2003.) 



HGF, outro ligante de origem estromal, e tambem capaz de induzir muitos dos atributos 
de EMT em celulas epiteliais, as quais exibem Met, seu receptor cognato, na sua super- 
ffeie (Figura 14.24). 

Essas diversas linhas de evidencia sugerem que a aquisigao de tragos de malignidade por 
celulas de cancer, incluindo indugao de EMT, nao e apenas coordenada pelo genoma 
dessas celulas. Ao contrario, essas profundas mudangas no fenotipo celular sao freqiien- 
temente iniciadas pela colaboragao entre alelos mutantes especi'ficos contidos no geno¬ 
ma de celulas de cancer (p. ex., o oncogene ras) e sinais que estas celulas recebem em 
alguns microambientes teciduais, especificamente nas ligagoes entre o epitelio do tumor 
e o estroma reativo. Em muitos tumores, esses sinais contextuais sao conduzidos por 
certos fatores, como TGF-P e TNF-a, que sao liberados por celulas do estroma reativo 
(Figura 14.25). Outros sinais estromais, como aqueles transmitidos por EGF e HGF, 
podem tambem ajudar a elucidar muitas das mudangas associadas a invasividade de can¬ 
cer e EMT. Esse cenario descreve o comportamento de muitos carcinomas, mas nao 
pode descrever com precisao o comportamento de todos eles. 

Por todo este texto, nossos achados tern sido dirigidos pela nogao de que fenotipos de celulas 
de cancer sao ditados por sens genotipos e que o crescimento tumorogenico e essencialmente 
um fenomeno autonomo da celula. Interagoes heteroti'picas (Capftulo 13) revisaram essa 
nogao parcamente, indicando que celulas de cancer mostram um surpreendente grau de de- 
pendencia de vizinhos normals para varios tipos de sustento e apoio. Finalizamos com a ideia 
de que o microambiente de celulas de cancer podem fundamentalmente transformar o feno¬ 
tipo de celulas, especificamente induzindo mudangas profundas no comportamento celular, 
que compreendem EMT. 
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14.5 EMTs sao programadas por fatores de transcri^ao que 
orquestram passos-chave na embriogenese 

A execugao do programa de EMT depende da mudan^a na expressao de dezenas, talvez 
centenas, de distintos genes. Tais mudan 9 as afetam muitos aspectos da biologia celular, nem 
todos enumerados neste livro. Elas incluem organizagao nos filamentos intermediaries do 
citoesqueleto, mobilidade, associagao com celulas vizinhas, liberagao de proteases, e mesmo 
a exibigao de integrinas na superfleie celular e receptores de fatores de crescimento (veja a 
Tabela 14.2). Enquanto extensivas evidencias implicam em sinais estromais como elemen- 
tos-chave no disparo de EMT em celulas de carcinoma, nenhuma dessas evidencias revela 
como o complexo programa de EMT e realmente coordenado nas celulas epiteliais. 

A genetica do desenvolvimento primario tern providenciado muitas das respostas a essa ques- 
tao. Alguns genes que especificam para a atua 9 ao pleiotropica, fatores de transcrigao que 
induzem EMT tern sido identificados, largamente em Drosophila melanogaster. Muitos desses 
genes e fatores de transcri 9 ao codificados sao conservados em cordados e foram encontrados 
no controle de passos-chave da embriogenese primaria em embrioes de ras e camundongos; 
esses passos envolvem varios tipos de EMT. (A forte conserva^ao desses genes indica que 
EMT e passos-chave da embriogenese primaria foram desenvolvidos inicialmente na evolu- 
gao de metazoarios, antes da ramificagao dos varios filos de metazoarios.) Por ativagao desses 
fatores de transcrigao, celulas de cancer ganham acesso ao programa complexo de multiplos 
componentes de EMT que elas orquestram. 

Mais da metade dos fatores de transcrigao foram descritos, cada um dos quais sendo capaz de 
induzir EMT quando expressado ectopicamente em certas celulas epiteliais (Tabela 14.3). 
Por exemplo. Snail e um fator de transcri^ao primeiramente descrito em Drosophila (Figura 
14.26). Desde sua descri^ao inicial. Snail foi identificado em uma grande quantidade de 
metazoarios, incluindo vertebrados, insetos, vermes e moluscos. Em embrioes de vertebrados 
primaries. Snail e expressado primeiro na porgao do ectoderma que e destinada a tornar-se 
mesoderma seguindo a gastrulagao. Durante a embriogenese. Snail, Slug e Twist convertem 
celulas epiteliais em celulas mesenquimais migratorias que formam o mesoderma. Snail e 


Figura 14.25 Sinais que disparam EMT Este 
diagrama representa uma visao bastante 
simpiificada dos canais de sinaiizagao 
originados no estroma e que influenciam 
celulas de cancer epitelial a passarem por 
uma EMT parcial ou completa. E provavel 
que EMT seja normalmente disparada em 
resposta a uma mistura de sinais que 
celulas do carcinoma recebem do estroma 
junto com sinais intracelulares, como 
aqueles liberados pelo oncogene ras, como 
indicado aqui. As identidades precisas 
desses sinais estromais e seus 
mecanismos combinatorios de agao ainda 
nao foram elucidados. 
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Tabela 14.3 Fatores de transcrigao que orquestram EMT 


Nome 

Onde foi primeiro identificado 

Tipo de fator de transcrigao 

Assooiagao com cancer 

E47/E2A 

associado com promotor de E-caderina 

bHLH 


F0XC2 

formagao do mesenquima 

winged UeWce/forkhead 

cancer de mama tipo basal 

Goosecoid 

gastrulagao em sapo 

homeodominio pareado 

varios carcinomas 

SIP1 

neurogenese 

dedos de zinco 2-handed /homeodominio 

carcinomas de figado, mama, ovario 

Slug 

delaminagao da crista neural e 
mesoderme primaria em galinha 

dedos de zinco tipo C2FI2 

linhagens celulares de cancer de mama, 
melanoma 

Snail 

indugao da mesoderme em Drosophila] 
migragao da crista neural 
em vertebrados 

dedos de zinco tipo C2FI2 

carcinoma do ducto invasivo 

Twist 

indugao da mesoderme em Drosophila: 
emigragao da crista neural 

bHLH 

cancer de mama lobular invasivo, carcinoma 
gastrico tipo difuso, melanoma de 
alto-grau e neuroblastoma 


Slug estao envolvidos, ainda, em outro passo embriogenico no qual um tipo de tecido e 
transformado em outro. 

De fato, quando monocamadas epiteliais sao injuriadas experimentalmente, a expressao de 
Slug e induzida nas celulas epiteliais sobreviventes na margem do ferimento, com o objetivo 
de permitir que essas celulas adquiram mobilidade e migrem para o local da injuria (Figura 
14.27). A expressao de Slug ajuda a explicar como celulas epiteliais na margem de locais 
injuriados entram em EMT transiente para a reconstru^ao de camadas de celulas (veja a 
Figura 13.13C). Observafoes como essa ampliam nossas perspectivas com rela 9 ao aos fatores 
de transcri 9 ao (TFs) e seus papeis biologicos normais: alem de programarem passos-chave na 
embriogenese inicial, a expressao de alguns desses TFs poderia ser recrutada transientemente 
em adultos com o objetivo de reconstruir tecidos danificados. 

Snail e Slug sao membros dos fatores de transcri^ao do tipo dedo de zinco C2H2. Os fatores 
de transcri^ao Snail-Slug parecem operar bastante como repressores de transcri^ao. Entao, 
ambos foram descobertos por serem habeis em reprimir a transcri^ao do gene de E-caderina. 
Como foi visto anteriomente, a perda da expressao de E-caderina pode, por si so, originar 
celulas epiteliais que assumem muitas mudan^as fenoti'picas associadas a EMT. 

A expressao de Snail foi encontrada em linhas de frente invasivas em carcinomas de pele de 
camundongos induzidos quimicamente, cuja expressao esta associada ao grau de metastases 
em linfonodos de canceres humanos de mama. Alem do mais, a expressao embrionica de 
Snail, o fator de transcri^ao Slug relacionado, e Goosecoid e induzida por sinais contextuais, 
como TGF-P e Wnts, conhecidos por serem responsaveis pela indu^ao da conversao de EMT 
em celulas tumorais de camundongos. Twist e expressado durante a gastrula 9 ao de embrioes de 
Drosophila (veja a Figura 14.26B) e migra 9 ao das celulas neuroepiteliais para fora da crista neural 
de embrioes de cordados. Sua expressao e tambem induzida pela exposifao a TGF-P. 

Cada vez mais as evidencias associam alguns desses fatores de transcri^ao a varios tipos de 
malignidade em humanos. Por exemplo, a expressao de Snail foi encontrada em ilhas de 
celulas de carcinoma do ducto mamario humano que nao expressam E-caderina. Slug tern 
tambem sido implicado na repressao da expressao de E-caderina em canceres de mama hu¬ 
manos (Figura 14.28A). Twist e expressa em altos mVeis em muitos carcinomas lobulares 
mamarios invasivos e, em uma extensao menor, em celulas de carcinoma invasivas do ducto 
(Figura 14.28B). Similarmente, Twist e expressa, de preferencia, em um subtipo “difuso” de 
carcinoma gastrico e, em menor extensao, no subtipo “intestinal” de carcinomas gastricos, 
nos quais a expressao de Sipl - outro TF indutor de EMT - e elevada (Figura 14.28C). 
Significativamente, ambos. Twist e Slug, capacitam celulas a resistirem a apoptose e anoikis e 
protegem celulas em metastase de alguns estresses fisiologicos que poderiam normalmente 
causar sua morte antes de chegarem a tecidos distantes e formarem micrometastases. 

Essas associa 96 es nao tern sido bem-estudadas sistematicamente e, em cada evento, mesmo 
quando observadas, elas nao provam defmitivamente que varios TFs estao envolvidos na 
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programa^ao invasiva e metastatica de celulas tumorais humanas. Ainda, parece provavel 
que, uma vez que alguns desses TFs sejam expressados em celulas de cancer, eles ajam separa- 
damente ou em colabora^ao para orquestrar as modificagoes celulares complexas associadas a 
invasao e metastase (Figura 14.29; veja tambem a Figura 14.15). Finalmente, deveria se ob- 
servar que o forte paralelo entre EMTs embrionicas e aquelas contribuindo para a patogenese 
do cancer e estendido por similaridades nas vias de sinalizagao que sao ativas nessas duas 
situagoes (Figura 14.30). 



anfioxo 


(D) Goosecoid 
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Drosophila 


FOXC2 


Xenopus laevis 

(F) SIP1 crista neural 


camundongo 
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Figura 14.26 Fatores de transcrigao embrionarios que programam 
transigoes epiteliais-mesenquimais (A) 0 fator de transcrigao Snail (TF), 
que pode programar EMT e mostrado sendo expressado em Amphioxus, 
urn cordado primitive, nas celulas {areas esouras) que sao dupllcatas das 
celulas em cordados mals evoluidos, que formarao a crista neural. (B) Twist 
TF, que tambem pode programar EMT, e mostrada aqui (marrom) em urn 
embriao inicial de Drosophila no local da gastrulagao, a qual ajuda a 
orquestrar. (C) Slug TF, urn parente proximo de Snail, e tambem 
expressado em crista neural embrionarla. AquI sua expressao pode ser 
visuallzada {azui-escuro) na crista neural de urn embriao de Xenopus laevis, 
0 sapo africano. (D) Goosecoid TF e expressado no lablo do blastopore 
em gastrulagao de embrioes de cordados. Nesta Imagem, sua expressao, 
que e Induzivel pela via de sinallzagao TGF-p, e mostrada adjacente ao 
blastopore oito horas apos a fertillzagao de urn ovo de anfioxo. (E) FOXC2 


TF, previamente conhecido como Forkhead-1 do mesenquima, e expresso 
em importantes estruturas mesodermais no dia 9,5 do embriao de 
camundongo, incluindo o mesoderma ao redor da coluna vertebral em 
desenvolvimento, bem como os somites, que sao precursores de muitos 
musculos do corpo. (F) Em Xenopus laevis, a expressao de SIP1 TF pode 
ser vista em crista neural e tube neural, em que parece ser responsavel 
pelos movimentos da celula que levam ao fechamento do tube neural e 
emigragao das celulas da crista neural para outras partes do corpo. (A, 
cortesia de J. Langeland; B, M. Leptin, J. Casal, B. Grunewald e R. Reuter 
Dev. Suppl. 22-31, 1992. © The Company of Biologists; C, cortesia de C. 
LaBonne; D, A.H. Neldert, G. Panopoulou e J.A. Langeland, Evol. Dev. 2: 
303- 310, 2000; E, T. Furumoto, N. Mlura, T. Akasaka et at, Dev. Biol. 210: 
15-29, 1999; F de L. van Grunsven, C. Papin, B. Avalosse et al, Mech. Dev. 
94: 189-193, 2000.) 
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Figura 14.27 Expressao transiente de um 
fator de transcrigao que induz EMT em 
cicatrizagao de ferimento A expressao do 
fator de transcrigao Slug e induzida 
transientemente em uma monocamada de 
queratinocitos feridos por raspagem celular. 
Como visto nesta figura, 48 horas apos o 
ferimento, os queratinocitos na margem do 
ferimento induzem expressao de Slug 
(marrom-escuro), separando-se da 
monocamada e comegando a fazer seu 
caminho para o local do ferimento (parte 
inferior de cada painel) com o objetivo de 
reconstruir uma monocamada Intacta. Por 
96 horas, muitas dessas celulas param de 
expressar Slug e se tornam integradas na 
monocamada continua. (Cortesia de R 
Savagner, L. Hudson e D. Kusewitt.) 




Essas descrigoes das moleculas que contribuem nas vias-chave para a invasividade das celulas 
de carcinoma sao remanescentes de nossa discussao, no capi'tulo anterior, sobre o estroma 
ativado e sua contribuigao para a tumorogenicidade de celulas de carcinoma. Em ambos os 
locals, por exemplo, sao encontradas caderinas, EMT eTGF-P. Essas conexoes dao uma pista 
para uma ideia interessante mas ainda especulativa: talvez a formagao de carcinomas primarios 
e a aquisigao de invasividade nao sejam separadas e distintas como muitas descrigoes de cancer 
poderiam sugerir. Embora possa ser conveniente trata-las como conceitos separados, a realida¬ 
de biologica e absolutamente diferente. E possi'vel que a invasividade das celulas de cancer seja 
uma extensao natural — de forma exagerada — dos processos de transformagao celular que 
levam inicialmente a formagao de muitos tipos de tumores primarios. Como invasividade e 
transfomagao dependem de muitos dos mesmos circuitos regulatorios e protemas efetoras, elas 
poderiam permanecer num contmuo no qual um processo se funde com o proximo. 

Para resumir, a descoberta de fatores de transcrigao que induzem EMT sugere ao menos tres 
importantes ideias sobre progressao da malignidade. Primeiro, muitos fenotipos de celulas 
malignas podem ser induzidos por mudangas nao-geneticas — sinais heterotipicos de origem 
estromal — mais do que por mudangas geneticas ocorrendo em celulas de carcinoma. Segun- 
do, celulas de cancer nao necessitam de conserto junto a todos os fenotipos associados a 
celulas altamente malignas; ao contrario, um mimero alto de caracten'sticas associadas a ma¬ 
lignidade poderia ser adquirida concomitantemente porque esses TFs, uma vez expressados, 
agem de modo pleiotropico. Terceiro, a expressao desses TFs e a EMT resultante e dependen- 
te de sinalizagao heterotipica do estroma de tumores primarios, e celulas de carcinoma po- 
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dem reverter do estado mesenquimal para o estado epitelial uma vez que tenham deixado o 
tumor primario e aportado em um novo microambiente estromal, como aqueles presentes 
em locals de metastase. 


Figura 14.28 Expressao de fatores de 
transcrigao embrionarios indutores de EMT 
em tumores humanos Evidencias ainda 
fragmentadas implicam um numero de 
fatores de transcrigao embrionarios (TFs) 
na indugao de EMT (e associados a perda 
de E-caderina) em celulas de cancer 
humano. (A) Esta analise de expressao de 
transcritos de mRNA em um painel de 
iinhagem de canceres de mama humano 
indica que Siug esta presente em linhagens 
de celulas tumorais em que falta E- 
caderina; reciprocamente, E-caderina em 
gerai esta presente em linhagens de tumor 
nas quais falta a expressao desse TF. Esses 
padroes inverses de expressao sao 
provavelmente devidos a habilidade de 
Slug em ligar-se a uma sequencia E-box no 
promoter de E-caderina e potencialmente 
reprimir a transcrigao desse importante 
gene epitelial. (B) A analise da expressao 
demonstra que a expressao de Twist varia 
inversamente com relagao a expressao de 
E-caderina nesses carcinomas de mama 
humanos. Uma vez que Twist pode reprimir 
a expressao do gene CDH1 250 vezes em 
cultura de celulas. Twist e o provavel 
responsavel pela perda do mRNA de 
E-caderina, que e perdido 
preferencialmente nos carcinomas 
lobulares invasivos mais agressivos de 
mama, mas esta presente em niveis 
significativos em carcinomas de ducto 
invasivos menos agressivos. (C) A analise 
dos niveis de mRNA de tres TFs indutores 
de EMT - SPI1, Snail e Twist - revelou que, 
no subtipo "difuso" de cancer gastrico, a 
expressao de Snail e Twist e 
significativamente elevada, como a 
expressao de N-caderina, um marcador 
mesenquimal. Em contraste, no subtipo 
“intestinal” de carcinoma gastrico (que e 
muito diferente em sua etiologia e 
comportamento biologico), a expressao de 
SPI1 e elevada, e os mRNA de outros TFs 
sao tanto reprimidos como expressados em 
nivel basal, visto na mucosa gastrica 
normal. Observagoes como essas indicam 
que TFs indutores de EMT agem em varias 
combinagoes em diferentes tipos de 
canceres humanos para programar o 
crescimento invasive. Note a escala 
logaritmica na ordenada. (A, de K.M. Flajra, 
D.Y Chen e E.R. Fearon, Cancer Res. 62: 
1613-1618, 2002; B, de J.Yang, S.A. Mani, 
J.L.Donaher et al.. Cell 117:927-939, 2004; 
C, de E. Rosivatz, I. Becker, K. Specht et 
al.. Am. J. Pathol. 161: 1881-1891,2002.) 


14.6 Proteases extracelulares desempenham papeis importantes 
na invasividade 

A transigao epitelial-mesenquimal (EMT) representa um complexo programa biologico que 
permite as celulas de cancer adquirir atributos de invasividade e mobilidade. Com o objetivo 
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Figura 14.29 Fatores de transcrigao embrionarios e progressao tumoral 
Evidencias de que varies fatores de trancrigao embrionarios agem 
causando a progressao da malignidade em humanos e ainda 
fragmentada e indireta. (A) Celulas de cancer de mama de 
camundongo 4T1, quando implantadas subcutaneamente em urn 
camundongo hospedeiro, geram grande numero de metastase em 
puimao (barra roxa, direta). Esse numero nao e afetado quando essas 
celulas de cancer sao infectadas por urn vetor de retrovirus controle 
(barras azuis). Entretanto, quando celulas de cancer foram privadas da 
expressao de Twist pela infecgao com urn vetor viral expressando 
siRNA (que causa a degradagao do mRNA de Twist), o crescimento 
resultante de tumores primaries nao foi afetado, mas o numero de 
metastases gerado foi basfante (~ 85%) reduzido {barras vermelhas). 



meses apos o diagnostico 


Significativamenfe, essas poucas mefastases formadas {barras azuis) 
continuaram a expressar alfos niveis de Twisf, indicando que elas 
derivam das celulas do fumor primario no qual os niveis de mRNA de 
Twist nunca foram propriamenfe suprimidos. Cada barra represenfa urn 
camundongo confendo tumor. Cada barra representa a metastase 
contida em urn unico camundongo. (B) A expressao de Twist foi medida 
em urn grande grupo de melanomas por imuno-hisfoquimica. Como 
visfo nesfe grafico de Kaplan-Meier, aqueles pacienfes cujos fumores 
expressaram elevados niveis de Twist ficaram em pior situagao quando 
comparados com aqueles cujos tumores mostraram baixos niveis 
basais de Twist. (A, de J. Yang, S.A. Mani, J.L.Donaher et al.. Cell 117: 
927-939, 2004; B, de K. Floek, D.L. Rimm, K.R. Williams et al.. Cancer 
Res. 64: 5270-5282, 2004.) 


Figura 14.30 Similaridades entre a 
sinalizagao de EMT durante a 
embriogenese e progressao tumoral 
Cascatas de sinais de transdugao que sao 
responsaveis pela ativagao da transigao 
epitelial-mesenquimal (EMT) em urn 
modelo de carcinoma em bexiga de ratos 
{esquerda) e durante a gastrulagao primaria 
na embriogenese de camundongos {direita) 
tern semelhangas surpreendentes. Essas 
similaridades proporcionam apoio future 
para a nogao de que o programa EMT 
expressado por celulas de carcinoma 
invasive representam uma reativagao de 
programas biologicos celulares latentes, 
muitos dos quais sao normalmente ativos 
em desenvolvimento embrionario primario 
em mamiferos. (De J.P Thiery, Nat. Res. 
Cancer 2: 442-454, 2002.) 
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Figura 14.31 Metaloproteinases de matriz produzidas por celulas associadas a tumor MMPs sao 
produzidas em grande quantidade por celulas Inflamatorias e fibroblastos no estroma. (A) Neste 
carcinoma mamarlo surgido em urn camundongo transgenico MMTV - middle T de polloma a 
presenga de MMPs pode ser detectada pela sua habllldade em cllvar urn substrate sintetico, que 
libera uma marca fluorescente policatlonica que migra para as celulas vlzlnhas, gerando urn slnal 
fluorescente. 0 tumor corado com hematoxillna-eoslna (painel da esquerda) gera urn halo de 
proteollse (painel da direita), sugerindo o envolvimento das celulas estromals ao redor na produgao 
de proteases. (B) A habllldade de tumores em degradar colageno IV, o principal componente da 
membrana basal (veja a Figura 13.5), pode ser medida pela geragao de urn substrata de colageno 
IV modlflcado que crla uma cor verde fluorescente apos cllvagem. Neste experimento, tanto as 
celulas de carcinoma mamarlo humano (nao-mostrado) como de fibroblastos mamarios humanos 
(vermelho) mostraram habllldade relativamente fraca em degradar o substrate do colageno IV. 
Entretanto, quando essas duas populagoes de celulas foram co-cultivadas, regloes de cllvagem do 
colageno IV (verde) foram evidentes, frequentemente em areas onde os fibroblastos estavam 
tambem presentes (amarelo: sobreposigao de verde e vermelho). Essa cllvagem fol essencialmente 
ellmlnada na presenga de Inibldores de MMR (C) Uma fonte ainda mals Importante de MMPs e a 
populagao de maerbfagos (Mgs) que e recrutada pelo estroma do tumor. Neste experimento de 
culture in vitro, a presenga de MMP-2 fol medida em meio de culture de M(|)s que foram tanto 
cultivadas sozinhas (direita) como co-cultivadas na presenga de duas linhagens de celulas de 
cancer de mama humano - MCF7 ou SK-BR-3 (esquerda, meio). Nenhum desses tipos de celula de 
cancer produziu niveis significativos de MMP-2 por elas prbprias, mas, na presenga de M(|)s, ambas 
fizeram com que a produgao de MMP-2 aumentasse 4 a 5 vezes; o aumento pode ser seguido pela 
indugao da expressao de mRNA de MMP-2 por Mds (nao-mostrado). A liberagao de MMP-2 
aumentou a invasividade dessas celulas de cancer de mama (nao-mostrado). (A, cortesia de E. 
Olson, T. Jiang, L.Ellies e R. Tsien; B, de M. Sameni, J. Dosescu, K. Moin e B.F. Sloane, Mol.Imaging 
2: 159-175, 2003; C, de T. hagemann, S.C. Robinson, M. Schulz et al.. Carcinogenesis 25: 1543- 
1549, 2004.) 
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de propriamente apreciar os processos que, juntos, constituent EMT, necessitamos examinar 
o papel de alguns desses efetores-dnave — protefnas que funcionam para criar fenotipos asso- 
ciados a EMT. Para comegar, examinamos a mais obvia caracten'stica das celulas malignas — 
sua habilidade em invadir camadas celulares adjacentes. Para tanto, celulas de cancer devem 
remodelar o tecido do ambiente que as circundam, escavando passagens atraves da matriz 
extracelular (ECM) e empurrando algumas celulas que permanecerem no seu caminho. 

O efetor mais importante dessas mudangas complexas sao as metaloproteinases de matriz 
(MMPs; veja a Tabela 13.1). Em carcinomas, o grande volume dessas proteases e secretado 
por celulas estromais recrutadas, notavelmente macrofagos, mastocitos e fibroblastos, mais 
do que por celulas epiteliais neoplasicas (Figura 14.31). Dissolvendo a densa quantidade de 
moleculas de ECM que rodeiam e confmam celulas individuals dentro de tecidos, MMPs 
criam espagos para essas celulas se moverem. Inclui'dos entre os componentes de ECM que 
sao clivados por MMPs estao fibronectinas, tenascina, laminina, colagenos e proteoglicanos. 
Durante o curso de degradagao dos componentes de ECM, MMPs tambem mobilizam e 
ativam certos fatores de crescimento que tern sido mantidos na forma inativa para ECM ou 
superfleie celular. 
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MTl-MMP (MMP de membrana tipo-1) e um dos seis tipos de MMP ancorados em mem- 
brana e, portanto, limitado a clivar substrate de protemas na vizinban^a imediata da celula 
que a produz. Das 187 metaloproteinases conhecidas, codificadas pelo genoma humano, 28 
sao MMP secretadas. Em contraste a MTl-MMP, que age como uma enzima ligada a mem¬ 
brana do plasma, muitas das MMPs funcionam como enzimas soltiveis nos espa^os intercelu- 
lares. MTl-MMP pode atacar e clivar moleculas de adesao da superfleie celular, como caderi- 
nas e integrinas, bem como receptores de fatores de crescimento e quimiocinas. Ela tambem 
pode clivar proenzimas inativas, como pr6-MMP2, em MMPs enzimaticamente ativas. 

Essas proteases secretadas claramente tern importantes papeis na sobrevivencia celular normal 
e na prolifera^ao. Apesar disso, cada vez que uma celula dentro de um tecido normal entra em 
um ciclo de crescimento e divisao, o espa 90 dentro da ECM deve ser cavado para a futura 
celula-filha, e, uma vez que as duas estao formadas, cada uma dessas celulas deve, por sua vez, 
construir uma nova ECM ao seu redor. Ainda, a remodelagem da ECM ocorre continuamente 
em tecidos com atividade mitotica. Conseqiientemente, melhor do que gerando aberrafoes 
em celulas de cancer invasivas, as atividades de MMPs e outras proteases extracelulares, como 
o ativador de plasminogenio tipo urocinase (uPA), acompanham e participam de prolifera^ao 
em celula normal. Cabe salientar que existem experimenta^oes clmicas de certas drogas inibi- 
doras de MMP, determinadas devido aos efeitos desses inibidores em uma variedade de teci¬ 
dos normais; como esses agentes suprimem o turnover normal de cartilagem e outros compo- 
nentes de jun^ao, eles criaram insuportaveis m'veis de rigidez nas juntas e dor. 

Cada tipo de MMP geralmente age em um conjunto bem-definido de substratos (veja a Tabela 
13.1), fazendo-o de um modo altamente regulado e localizado. E provavel que essas enzimas 
continuem a mostrar cada substrato especificamente durante o processo de invasao da celula de 
cancer. De fato, nesse exemplo, a proteolise parece proceder continuamente melhor do que nas 
breves “explosoes” que acompanham o crescimento e a divisao de celulas normais. 

Uma das conseqiiencias da EMT programada por muitos bem-estudados fatores de transcri- 
9 ao embrionarios (Se^ao 14.5) e a slntese induzida e libera^ao de MMPs de celulas de carci¬ 
noma, notavelmente MMP-2 e MMP-9. De fato, parece claro que o volume de MMPs en- 
contrado em tumores originaram-se do estroma. Por exemplo, a metaloproteinase de matriz 
melhor estudada, MMP-9, e muito expressa por macrofagos (Se^ao 13.5), neutrofdos e fi- 
broblastos na linha de frente invasiva de tumores. A expressao de MMP-9 nessas frentes 
correlaciona-se positivamente com a habilidade metastatica do tumor primario, sugerindo 
que MMPs, como MMP-9, podem agir em muitos estagios da cascata invasao-metastase, 
incluindo invasao local do estroma do tumor primario, intravasa^ao e extravasa^ao. Ensaios 
in vitro indicam que MMP-9 pode degradar colagenos que sao componentes proeminentes 
da ECM, incluindo membrana basal, especificamente colagenos dos tipos IV, V, XI e XIV. 
Outros alvos de MMP-9 incluem laminina (outro importante constituinte da membrana 
basal; veja a Figura 13.5), quimiocinas, fibrinogenio e TGF-P latente. No caso dos dois 
ultimos, a clivagem por MMPs converte-os da forma latente para a forma ativa. 

As fun^oes extensamente variadas de MMPs indicam que sua atividade enzimatica deve ser 
firmemente controlada, ao menos em tecido normais. Refletindo tal exigencia, esta o fato de 
que MMPs soliiveis, como MMP-9, sao todas inicialmente sintetizadas como proenzimas 
inativas que podem funcionar apenas como caspases (Se 9 ao 9.13), seguindo a ativa^ao por 
outras proteases. A regula^ao negativa e tambem providenciada por uma classe de protei'nas 
chamadas de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), que ligam as MMPs colo- 
cando-as em uma configura^ao inativa (Se^ao 13.9). Alem disso, as atividades de algumas 
dessas proteases extracelulares parecem ser confmadas por meio das suas concentra^oes em 
focos discretos, chamados podossomas, em que MMPs ligadas a membrana, notavelmente 
MTl-MMP, sao ativas em criar areas altamente localizadas em proteolise (Figura 14.32). 

Enquanto MMPs tern sido descritas como efetores diretos de passos especi'ficos em inva¬ 
sao e metastase, parece claro que a desregula^ao de MMPs pode, por meio de mecanis- 
mos desconhecidos, dirigir a progressao de celulas atraves de todos os estagios de mtilti- 
plas etapas da tumorogenese, incluindo a finaliza^ao da cascata de invasao - a metastase. 
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Entao, quando a expressao de MMP-3 (tambem conhecida como estromelisina- 1 ) e for- 
fada na glandula mamaria de camundongos transgenicos, esses camundongos inicial- 
mente desenvolvem hiperplasia mamaria (Figura 14.33). Alguns desses crescimentos pro- 
gridem para carcinomas que, por fim, tornam-se invasivos e metastaticos. Esses camun¬ 
dongos revelam o quao crftica e a regula^ao da a^ao de MMP e porque ela deve ser 
mantida sob controle em tecidos normais. 

A complexidade da rede regulatoria que governa a ativa 9 ao de MMP e ilustrada mais 
adiante pelo comportamento do ativador de plasminogenio tipo urocinase (uPA). uPA e 
secretado por celulas estromais como uma proenzima inativa. Esta forma de uPA prece¬ 
de ligando-se ao seu proprio receptor de superfi'cie celular (chamado uPAR), que e exibi- 
do por celulas epiteliais, incluindo as malignas, tornando-se entao cataliticamente ativa 
(Figura 14.34). O uPA ligado, ativado, pode entao ser utilizado pelas celulas epiteliais 
para clivar uma variedade de substrates extracelulares na sua vizinhan^a imediata. Im- 
portante entre eles esta uma serie de proenzimas de outras proteases extracelulares que 
sao ativadas por essa clivagem. Por exemplo, clivando o plasminogenio em plasmina, 
uPA cria uma protease ativa que, por sua vez, precede clivando e ativando formas de 
pro-enzimas de ainda outras proteases extracelulares, notavelmente, metaloproteinases 
de matriz (MMP) dos tipos 1, 2, 3, 9 e 14. De maneira alternativa, uPA pode clivar e 
ativar algumas MMPs diretamente. Nao surpreendentemente, inibidores do complexo 
uPA-uPAR tern sido encontrados bloqueando tanto crescimento quanto metastase de 
tumor em modelo animal de patogenese de cancer. Alem disso, altos m'veis de uPAR 
solubilizados em soro representam um mau prognostico para pacientes com cancer. 

Esses breves comentarios sobre proteases e suas contribuifoes para invasividade de celulas de 
cancer descrevem apenas uma pequena parte do que certamente e uma rede muito complexa 
de intera 96 es entre proteases e substratos. O numero total de proteases produzidas por celu¬ 
las de mamiferos e enorme e compete com o numero de protemas que formam o circuito de 
processamento de sinais intracelulares altamente complexo, descrito no Capftulo 6 . Ate o 
momento, as fun^oes de apenas uma pequena por 9 ao dessas enzimas foi estudada no contex- 
to da patogenese do cancer. 
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Figura 14.32 Podossomas e a degradagao 
focal da matriz extraoelular Podossomas 
sao pequenas protrusoes focais da 
superficie celular que sao exibidas por 
muitos tipos de celulas e usadas por tais 
celulas para degradar areas localizadas de 
matriz extracelular (ECM) na sua vizinhanga 
imediata. Podossomas sao usadas por 
celulas de cancer invasivas para controlar 
diretamente a degradagao de ECM perto 
da margem dianteira da celula invasiva; 
quando vistas nesse contexto, elas sao 
algumas vezes chamadas “invadossomas”. 
Nesta figura, celulas foram coradas para 
fibras de actina com o corante faloidina 
{vermelho, esquerda da micrografia), 
revelando varios discretos conjuntos de 
actina associados a podossomas, 
localizados na superficie ventral (lado 
inferior) desses fibroblastos de rato sre- 
transformados. Essas celulas foram 
crescidas em uma camada da protelna 
fibronectina de ECM, acoplada com o 
corante FITC {verde, meio), revelando que, 
diretamente abaixo dos podossomas, 
discretos orificios (preto) corroeram 
camadas de fibronectina, pela agao 
ostensiva de proteases associadas a 
podossomas, como MMP-MT1. A 
sobreposigao direta entre conjuntos de 
actina dos podossomas e orificios 
corroldos na fibronectina e indicada por 
cabegas de setas brancas no painel da 
direita. (De K. Mizutani, FI. Miki, FI. Fie et al.. 
Cancer Res. 62: 669-674, 2002.) 


Figura 14.33 Expressao ectopica de MMP-3 
e progressao do tumor mamario A glandula 
mamaria de camundongo normal (painel da 
esquerda) e composta por ductos em 
repouso (roxo) e tecido adiposo abundante 
(branco, celulas preenchidas com llpideo), 
bem como colageno (azul-claro). 

Entretanto, quando o gene que codifica 
MMP-3 (tambem conhecido como 
estromelisina-1) e expresso 
constitutivamente como um transgene que 
dirige sua expressao para o epitelio 
mamario, os camundongos desenvolvem 
hiperplasia abundante (painel da direita), 
incluindo extensivas ilhas de celulas 
epiteliais hiperplasicas (roxo) formando 
ductos, bem como como um estroma 
fibrotico, rico em colageno (azul-claro) e 
adipocitos anormais (estruturas ovais 
brancas, direita, abaixo). Muitas dessas 
areas subsequentemente progridem para 
tumores metastaticos invasivos (nao- 
mostrado). (De M.D. Sternlicht, A. Lochter, 

C.J. Sympson et al.. Cell 98: 137-146, 1999.) 
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Figura 14.34 uPA, uPAR e a ativagao de 
proteinas extracelulares A proenzima forma 
inativa do ativador do plasminogenio 
urocinase (pro-uPA) e liberada por celulas 
estromais. Uma vez liberada, liga-se ao seu 
receptor cognato, uPAR, que e exibido na 
superficie das celulas epiteliais; essa 
ligagao convene uPA em uma protease 
cataliticamente ativa. Receptor ativo ligado 
a uPA pode entao converter plasminogenio 
soluvel inativo na forma plasmina ativa; as 
ultimas fungoes como protease para clivar 
formas proenzima de metaloproteinases de 
matriz (pro-MMPs) em MMPs ativas e TGF- 
pi latente na sua forma ativa. Ao mesmo 
tempo, ha evidencia de que uPA pode 
tambem agir diretamente em pro-MMPs, 
convertendo-as em proteases ativas. (De F. 
Bias! e R Carmeliet, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 
3: 932-943, 2002.) 
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14.7 Pequenas GTPases tipo-Ras controlam processes celulares 
incluindo adesao, forma celular e mobilidade 

A agao das proteases extracelulares, notavelmente as MMPs, explica em m'vel bioqui'mico que 
vias sao justificadas para o avango das celulas de cancer invasivas atraves da matriz extracelu- 
lar e, entao, atraves dos tecidos. Elas falham, entretanto, em indicar como celulas de cancer 
individuals tomam vantagens dessas vias para se moverem. O comportamento de mobilidade 
das celulas tern sido estudado extensivamente com celulas em cultura e presume-se que o 
espalhamento destas em substratos solidos in vitro reflita o comportamento in vivo de celulas 
de cancer de quando invadem camadas celulares vizinhas e intravasam. Essa mobilidade e 
presumivelmente importante para as celulas de cancer escaparem dos vasos sangiii'neos ou 
ductos linfaticos - processo de extravasagao. 

O comportamento movel pode ser induzido em cultura de celulas pela exposigao destas a 
uma variedade de fatores de crescimento. (A habilidade desses fatores em induzir locomogao 
e algumas vezes reconhecida pela designagao dela como sendo motogenica alem de mitoge- 
nica.) No caso de celulas epiteliais, o melhor indutor de mobilidade em geral e o fator de 
crescimento de hepatocito (HGF); esta protema e tambem chamada fator de espalhamento 
(SF), em reconhecimento a sua habilidade em induzir movimento multidirecional de celulas 
em cultura de monocamadas. Muitos - ou talvez todos os - tipos de celulas epiteliais expres- 
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sam Met, o receptor para HGF, e muitos desses tipos celulares adquirem mobilidade em 
resposta ao tratamento com HGF (veja a Figura 14.24A). De modo similar, EGF e claramen- 
te habil em induzir mobilidade de celulas de cancer de mama (Figura 14.23B). 

A maquinaria celular que responde a sinais motogenicos e opera como um motor da mobili¬ 
dade e extraordinariamente complexa em mVel molecular. A mobilidade celular envolve con- 
tlnua reestrutura^ao do citoesqueleto de actina em diferentes partes da celula (Figura 14.35), 
tao bem quanto montando e quebrando as liga^oes entre a celula migratoria e a matriz extra- 
celular (ECM). (No caso de cultura celular, a ECM em questao e a rede de protei'nas que 
foram previamente colocadas por essas celulas na superffcie da placa de Petri.) 

O processo de movimento celular pode ser quebrado em diversas etapas. Para come^ar, uma 
celula estenderia seu citoplasma na dire^ao do movimento pretendido. Essa extensao envolve 
a protrusao da superficie celular da lamelipodia - estrutura larga, lisa, tipo fita que poderia 
ter dez microns de largura, mas apenas 0,1 a 0,2 pm de espessura (Figura 14.36). Ao mesmo 
tempo, proteases da superficie celular, como as descritas anteriormente, sao usadas para de- 
gradarem seletivamente protei'nas da ECM que permanecem na via da “margem principal” 
da celula migratoria. Enquanto isso acontece, a celula desenvolve integrinas para construir 
novos pontos de ligafao entre a lamelipodia e a ECM nessa margem principal e quebra tais 
adesoes dessa margem, liberando entao citoplasma e membrana plasmatica para a redisposi- 
9 ao da margem principal. 

Acredita-se que protrusoes da lamelipodia sejam estruturas tipo estacas, chamadas filopddias, 
que permitem o avan^o celular para explorar o territorio ao redor (Figura 14.37). Como a 
lamelipodia, as filopddias sao reunidas por meio da reorganiza^ao de fibras de actina, nesse 
caso, fibras que sao empacotadas firmemente junto (abaixo) da membrana plasmatica de 
cada filopddia. O papel preciso executado pelas filopddias em invasividade da celula de can¬ 
cer permanece por ser elucidado. 

A detalhada atividade da forma e mobilidade celular esta sob o controle de membros de um 
grupo de protei'nas relacionadas a Ras, pertencendo a fami'lia Rho. Como discutido breve- 
mente no Capltulo 6, as protei'nas Rho, como Ras, operam como uma troca binaria, estando 
em um estado ativo funcional quando se liga a GTP e em estado inativo uma vez que o GTP 



contatos focais 



extensao de novas 
lamelipddias 


Figura 14.35 Locomogao de celulas em 
substrate solido A locomogao de celulas 
em cultura depende da coordenagao de 
uma serie complexa de mudangas no 
citoesqueleto, bem como da produgao e da 
quebra de contatos focais com o substrate 
solido. A celula organiza as fibras de actina 
com 0 objetivo de estender lamelipodias na 
sua frente de avango e estabelecer novos 
contatos focais. Ao mesmo tempo, fibras 
de estresse, tambem consistindo em 
actina, sao usadas para contrair a borda 
em movimento da celula, na qual contatos 
focais estao sendo quebrados. A produgao 
e a quebra desses contatos focais 
{vermelho) dependem da modulagao 
localizada de afinidade de varias integrinas 
por componentes da matriz extracelular 
(ECM), representada aqui pela superficie 
amarela. (De B. Alberts et af. Molecular 
Biology of the Cell, 4*^' ed. New York: 

Garland Science, 2002.) 
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Figura 14.36 Lamelipodia (A) Esta microscopia eletronica de varredura 
(SEM) de celula de figado de rate transformado espontaneamente 
mostra elaboradas ondas - lamelipodia - que celulas migrantes 
estendem na frente de avango durante a sua locomogao (sefa). As 
lamelipodias tern presumivelmente urn papel no avango de celulas de 
cancer invasivas in vivo, o qual nao foi ainda demonstrado diretamente. 
As lamelipodias que sao estendidas na frente de avango da celula mas 
falham em ligar-se ao substrate parecem ser varridas como ondas junto 
ao lado dorsal (acima) da celula; partes de seus componentes sao 
entao reintegradas na ampla membrana do plasma e do citoesqueleto. 
(B) Esta imagem de micrografia de fluorescencia mostra uma 
lamelipodia sendo estendida por urn fibroblasto em antecipagao a 
locomogao. Como visto aqui, as fibras de actina sao marcadas com 
faloidina (vermeiho), enquanto a proteina Ena, que programa o avango 
do lamelipodia organizando suas adesoes focais e suas margens 
externas, e marcada aqui com a proteina verde fluorescente (GEP), 
com a qual foi fusionada. (C) Microscopia de fase de urn queratinocito 
de peixe, estudado devido as suas lamelipodias proeminentes, indica a 
presenga de actina substancial em suas protrusoes (azul, figura a 
esquerda, acima). Microscopia eletronica de cada celula {imagem a 
direita, acima) e seu citoesqueleto {imagem abaixo) em urn aumento 
muito maior indica uma rede criada densamente de filamentos de 


actina que sao organizados com o objetivo de estender a lamelipodia 
na diregao do movimento da celula. (D) A formagao de lamelipodia e a 
mobilidade celular resultante e muito estimulada por varios fatores de 
crescimento e seus cognates receptores de tirosina cinase. Vistos aqui, 
estao os efeitos da adigao de heregulina, urn ligante da familia dos 
receptores erbB2/erbB3, em uma celula de cancer de mama humano. 
Uma celula de cancer nao-tratada esta a esquerda, enquanto uma 
celula exposta a heregulina por 20 minutes esta a direita. 

Citoesqueletos de actina foram corados com verde (usando faloidina 
acoplada com urn fluor), enquanto os nucleos sao corados em azui. 
(Como a heregulina esta presente uniformemente no meio ao redor, 
essa celula foi induzida a desenvolver lamelipodia em todas as 
diregoes, em vez de em uma unica diregao, fonte localizada deste 
motogeno.) A sinalizagao aumentada por erbB2 (=FIER2/Neu) esta 
correlacionada com o aumento de progressao metastatica de celulas 
de cancer de mama humano, o qual poderia ser explicado em parte 
pela indugao mediada por receptor da formagao de lamelipodia e 
mobilidade celular associada. (A, cortesia de Julian Fleafh; B, de J.J. 
Loureiro, D.A. Rubinson, J.E. Bear et at. Mol. Biol. Cell 13: 2533-2546, 
2002; C, de T.M. Svitkina, A.B. Verkhovsky, K.M. McQuade e G.G. Borisy 
J. Cell. Biol. 139: 397-415, 1997; D, cortesia de A.Badache e N.E. 
Flynes.) 
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Figura 14.37 Filopodia (A) Filopodias 
{pantos laranja) se estendem da superficie 
da celula e, presume-se, permitem que 
uma celula Invada e explore seu amblente 
extracelular. Neste caso, as fibras de actina 
formadas dentro das filopodias foram 
Induzidas a se llgarem pela expressao da 
proteina que Interage com Cdc42, 
chamada ZIzimina. (B) As frentes de 
avango das lamelipodias sao 
frequentemente Intercaladas com 
filopodias, que servem, de urn modo pouco 
compreendido, como sensores para a 
celula avangando. A celula mostrada aqui 
possul lamelipodias estendidas e filopodias 
em todas as diregbes e, portanto, nao tern 
uma "frente de avango". (C) As fibras de 
actina dentro de uma filopodia sao 
empacotadas firmemente junto e se 
estendem na diregao da migragao celular 
com 0 objetivo de permitir protrusoes de 
filopodias a partir da frente de avango das 
lamelipodias. (A, cortesia de W.B. Kiosses e 
M.A. Schwartz; B, cortesia de E. Bulanova; 
veja tambem TM. Svitkina, E.A. Bulanova, 
O.Y Chaga et al., J. Cell Biol. 160; 409-421, 
2003.) 


ligado e hidrolizado a GDP. Mais de 20 membros da famflia de protei'nas Rho foram desco- 
bertas em humanos. Eles sao divididas em tres subfami'lias - protei'nas RJio propriamente, 
protei'nas Rac e Cdc42. Como as protei'nas Ras, muitos membros da famflia de protei'nas 
Rho carregam grupos lipfdicos na sua porgao C-terminal, que permitem o ancoramento a 
membranas intracelulares. Cada uma dessas protefnas tern fungoes especializadas em reorga- 
nizar a forma celular e permitir a mobilidade celular (Figura 14.38). 

A Figura 14.38 realmente apresenta de forma inapropriada as agoes dessas varias protefnas 
tipo Rho em um importante aspecto: isto implica que cada uma delas aja globalmente por 
toda a celula para organizar certas mudangas na configuragao do citoesqueleto de actina. Na 
realidade, elas agem bastante diferentemente. O programa complexo de mobilidade celular 
depende da ativagao localizada de cada uma dessas protefnas em pequenos domfnios do cito- 
plasma, que, por sua vez, capacitam a celula como um todo a se mover em uma diregao ou 
outra. A alternativa - ativagao global - levaria a uma tentativa da celula de se mover simulta- 
neamente em todas as diregoes, um cenario sugerido pelas lamelipodias das Figuras 14.36D 
e 14.38C, que formam um anel contfnuo ao redor do perlmetro inteiro do citoplasma. 
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coloragao de actina coloragao de vinculina 



(A) CELUUVSQUIESCENTES 



coloragao de actina coloragao de vinculina 



(B) ATIVAQAO de Rho 



(D) ATIVAQAO de Cdc42 


Figura 14.38 Efeitos de protelnas tipo Rho 
no citoesqueleto de actina e na adesao 
celular Membros da familia Rho de 
pequenas GTPases, que consistem nas 
subfamilias Rho, Rac e Cdc42, controlam 
tanto 0 citoesqueleto de actina como a 
formagao de adesoes focais, vistas aqui 
por meio de coloragao com urn anticorpo 
antivinculina, uma das proteinas que ligam 
integrinas as adesoes focais desse 
citoesqueleto (veja a Figura 5.28). As fibras 
de actina foram marcadas com faloidina 
fluorescente, urn composto com alta 
afinidade por actina. (A) Fibroblastos 3T3 
quiescentes privados de soro servem como 
controls para os paineis que seguem. (B) 
Exposigao de celulas ao acido 
lisofosfatidico, que especificamente ativa 
proteinas da subfamilia Rho, fazendo com 
que uma celula construa urn grande 
niiimero de fibras de estresse e adesoes 
focais. (C) A microinjegao de uma forma de 
proteina Rac constitutivamente ativada em 
uma celula origina a formagao de uma 
liinica enorme lamelipodia ao redor de toda 
a circunferencia. (Em contrasts, uma fonts 
focal de sinais ativando Rac provavelmente 
induz lamelipodia apenas no lado da face 
dessa fonts.) (D) Microinjegao do fator de 
troca do nucleotideo guanina (GEF) de 
Cdc42 nessas celulas faz com que uma 
celula estenda centenas de filopddias em 
todas as diregoes. (De A. Hall, Science 279: 
509-514, 1998.) 


(A ativagao global da fungao de Rac nesta celula e um artefato da introdugao, por microinje¬ 
gao na celula, da proteina Rac ativada constitutivamente.) 

A ativagao do fator de crescimento dos receptores da tirosina cinase leva a ativagao de 
muitos membros de proteinas G da familia Rho. Por exemplo, o tratamento de cultura 
de fibroblastos com o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), um potente 
mitogeno para essas celulas, ativa varias proteinas Rho e estimula esses fibroblastos a se 
moverem no fundo da placa de Petri. Alternativamente, quando os fibroblastos sao colo- 
cados em cultura tridimensional em suspensao com gel de colageno, PDGF os induz a 
penetrar esse gel. Todas as tres subfamilias de proteinas Rho (i. e., Rho, Rac e Cdc42) 
parecem contribuir para essa invasao, enquanto apenas Rac pode ser necessaria para o 
movimento dos fibroblastos atraves de um substrato solido em cultura. Esses varies com- 
portamentos tambem ilustram uma importante diferenga entre proteinas Ras e seus dis- 
tantes parentes da familia Rho: em celulas de cancer, a proteina Ras e freqiientemente 
ativada por alteragoes na sua estrutura (mais especificamente, substituigoes em aminoa- 
cidos), enquanto varias proteinas Rho sao funcionalmente ativadas por seus reguladores 
fisiologicos upstream. 

Nem todas as conexoes da sinalizagao entre receptores de PDGF e proteinas da familia Rho 
sao conhecidas. Entretanto, esta claro que esses receptores, ativando Ras, estimulam ao me- 
nos as vias de sinalizagao posterior envolvendo efetores Raf, Ral-GEF e PI3K (fosfatidilino- 
sitiol 3 cinase) (veja as Segoes 6.5, 6.6 e 6.7). Alem disso, Ras ativada se liga e parece ativar 
Tiam 1 , que funciona como um fator de troca do nucleotideo guanina (GEF) para Rac. (Lembre 
que GEFs sao responsaveis por originar pequenas proteinas G, como Ras e Rho, para liberar 
ligagoes GDP e pegar GTP, ativando entao a sinalizagao por essas proteinas G.) Assim, Tiaml 
poderia tambem ser considerada um outro efetor Ras. 


De fato, da perspectiva da mobilidade celular, PI3K e claramente o mais importante dos 
efetores Ras. Pela geragao de PIP 3 (fosfatidilinositiol [3,4,5] trifosfato), a enzima PI3K cria 
uma estrutura qulmica na face do citoplasma da membrana plasmatica na qual uma varieda- 
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de de protei'nas citosolicas pode se ligar via seus domfnios PH (Se^ao 6 . 6 ). Entre essas protei- 
nas, existe um niimero de fatores de troca do nucleorideo guanina (GEFs) responsaveis pela 
ativa^ao de membros de protemas G da fami'lia Rho. Essas GEFS-Rho tornam-se ativadas 
seguindo sua liga^ao a membrana plasmatica. 

(O papel fundamental de PI3K e PIP^ na “coreografia” da mobilidade celular esta ilus- 
trada com base em estudos de mobilidade do protozoario Dictyostelium discoideum. PI3K 
e seu produto, PIP 3 , estao localizados na margem anterior da celula protista. De modo 
oposto, PTEN, a enzima que destroi PIP 3 e, portanto, antagoniza PI3K, esta localizada 
na lateral e na parte de tras, revestindo a margem de toda a celula. Isso introduz um 
outro elemento nessa discussao: enquanto receptores de fator de crescimento, como os 
PDGF-R, podem liberar sinais encorajando a ativa 9 ao de PI3K por toda a celula, a real 
sinaliza 9 ao por essa enzima pode tambem ser influenciada pela sua localiza^ao dentro da 
celula.) 

Tiaml foi originalmente identificada como produto do gene da invasao e metastase do 
linfoma de celula T (do ingles T-cell lymphoma invasion and metastasis gene), indicando a 
importancia da sua protema codificada para esses passos tardios da progressao tumoral. 
A fun 9 ao de Tiaml parece ser estimulada por sua associa^ao com Ras ativa ligada a GTP, 
e tambem por sua liga^ao com PIP 3 . Ativando protemas Rac, Tiaml GEE encoraja a 
polimeriza 9 ao localizada da actina na margem anterior das celulas migratorias, produ- 
zindo, assim, a lamelipodia, que e tao cn'tica para a locomo^ao celular (veja as Figuras 
14.36C e 14.38C). 

Outras protemas tipo Rho que sao ativadas por GEFs-Rho sao responsaveis por um numero 
distinto de componentes do programa de mobilidade da celula. Por exemplo, protei'nas Rho, 
como RhoA e RhoB, agindo em conjunto com protelnas Rac, promovem o estabelecimento 
de novos pontos de adesao entre a margem anterior da celula e a matriz extracelular. O 
inverso tambem e verdadeiro: a forma^ao de novos focos de adesao (veja a Figura 14.38B) 
tambem encoraja a ativa^ao de Rac, sugerindo a opera^ao de algum tipo de “retrolimenta^ao 
positiva”, auto-sustentavel, que assegura a continuidade do movimento adiante. Protelnas 
Rac e Cdc42 tambem parecem habeis em induzir a expressao de certas proteases secretadas, 
notavelmente a matriz de metaloproteinases descrita na se^ao anterior. Fazendo isso, elas 
podem coordenar o remodelamento localizado da matriz extracelular com extensao de lame¬ 
lipodia na margem anterior da celula movel. 

A contra^ao do corpo celular (que ajuda a empurrar o revestimento da margem celular na 
dire 9 ao da margem anterior) e igualmente importante para o movimento direcionado da 
celula. Essa contra 9 ao e tambem governada, em grande parte, por membros da subfamllia 
Rho de protelnas. Encorajando a forma 9 ao de um feixe de actina no citoplasma, as protelnas 
Rho sao capazes de criar estruturas conhecidas como “fibras de estresse” (veja a Figura 14.35 
e 14.38B), contribuindo para a regula 9 ao da contratilidade do citoplasma. Cerca de 22 fato¬ 
res distintos de troca do nucleotldeo guanina (GEFs) tern sido descobertos para a subfamllia 
Rho de protelnas. Muito dessa complexidade e provavelmente atribuldo a necessidade de 
ativar certas protelnas Rho em microdomlnios do citoplasma em resposta a sinais fisiologicos 
celulares especlficos. Diferentemente determinada, a ativa 9 ao dessas protelnas Rho necessita 
ser muito coordenada no tempo e no espa 90 para que o programa de mobilidade celular seja 
executado apropriadamente. 

Cdc42, que representa a terceira subfamllia de protelnas semelhantes a Rho, tern sua fun 9 ao 
especializada propria: ela e capaz de induzir a extensao do filopodia tipo-dedo (veja as Figuras 
14.37 e 14.38D). Nao esta clara a forma precisa como as filopodias contribuem para a mobi¬ 
lidade celular. Alem disso, Cdc42 ativada e capaz de estimular mobilidade celular generaliza- 
da, independentemente dos efeitos especlficos nos filopodias. 

Para complicar ainda mais, as a 96 es de Rho, Rac e Cdc42 sao distintas em diferentes tipos 
celulares. Por exemplo, em celulas epiteliais normals (mais do que nos fibroblastos discutidos 
anteriormente), protelnas da subfamllia Rac e Rho sao responsaveis pela manuten 9 ao das 
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Figura 14.39 Esquema mediando 
mobilidade celular induzida por EGF 
Muitas das proteinas de sinais de 
transdugao que permanecem downstream 
ao receptor de EGF e sao responsaveis 
pela mediagao da mobilidade celular 
induzida por EGF estao indicadas aqui. As 
relativas proporgoes dessas proteinas 
alteram celulas de cancer de mama que 
adquirem mobilidade e invasividade: a 
extensao da superexpressao de certas 
proteinas em celulas de cancer e indicada 
por numeros em rasa, enquanto a extensao 
de expressao reduzida e indicada por 
numeros em verde. Algumas proteinas, 
como cofilinas, separam as fibras de actina 
ja existentes em certas regioes da celula, 
enquanto proteinas de capeamento 
previnem a extensao de fibras existentes. 

As agoes de algumas dessas proteinas de 
sinalizagao sao discutidas na Segao 6.6. 
(De W. Wang, S. Goswami, E. Sahai et al.. 
Trends Cell Biol. 15: 138-145, 2005.) 
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jungoes aderentes entre celulas dependentes de E-caderina; como foi visto, essas jungoes sao 
vitals para a preservagao da lamina de cdulas epiteliais, e conseqiientemente imobilizando 
essas celulas participantes. Em celulas nao-moveis, Tiaml (fator de troca de Rac) e encontra- 
do nessas jungoes aderentes, enquanto em celulas migratorias, Tiaml localiza-se nas lameli- 
podias e esta relacionada com desordens de membrana. 

A tarefa de integrar essas observagoes tao diferentes em um esquema simples apenas come- 
gou. Uma tentativa inicial e vista na Figura 14.39, que descreve parte do circuito da sinaliza¬ 
gao que permanece downstream do receptor EGF e e responsavel pela coordenagao do mo- 
vimento celular estimulado por EGE Virtualmente, todos os subcircuitos descritos nesse 
mesmo esquema provavelmente participam da organizagao da mobilidade estimulada por 
outros fatores de crescimento motogenicos, como HGF e EDGE 

A relevancia das proteinas da fami'lia Rho em metastase de cancer tern sido destacada por 
pesquisas de genes que sao expressos em celulas metastaticas e muito menos em celulas 
nao-metastaticas. Em um conjunto de experimentos, fortes variantes metastaticas de 
linbagens de celulas tumorais de melanoma de camundongo e humanos foram seleciona- 
das, e o padrao de expressao genica das linbagens celulares foi entao comparado com 
celulas fracamente metastaticas. Proeminente entre os genes cuja expressao foi elevada 
em variantes metastaticas, foi o gene que codifica a proteina RhoG (da subfamilia Rho). 
Alem disso, a introdugao de um vetor que expressa RhoC em celulas de melanoma pou- 
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CO metastaticas tornou-as altamente metastaticas, enquanto a expressao ectopica de uma 
forma de interferencia dominante de RJioC reduziu a for^a de celulas geralmente metas¬ 
taticas (Figura 14.40). RhoC tambem foi encontrada sendo bastante expressa em celulas 
inflamatorias de cancer de mama, que em geral sao muito agressivas. 

A expressao for^ada do gene RhoA em celulas de hepatoma de rato, normalmente nao-inva- 
sivas, causa a exibi^ao de um comportamento invasivo; ele tambem aumenta o comporta- 
mento metastatico de celulas NIH 3T3 transformadas e de celulas de melanoma pouco me¬ 
tastaticas. Uma compara^ao do padrao de expressao do gene (i. e., invasivo e metastatico) 
com variantes nao-agressivas de linhagens celulares humanas de carcinoma de bexiga T24 
indica que um dos genes, cuja expressao e mais diminui'da em celulas agressivas, especifica a 
protema RhoGDI-2, um conhecido inibidor de ativa 9 ao de Rho. 

Ainda nao sabemos quao precisamente os estudos de mobilidade de celulas de cancer em 
cultura refletem o comportamento dessas celulas em tecidos vivos. Apesar de tudo, parece 
provavel que tanto o comportamento in vitro quanto o in vivo seja coordenado por uma rede 
de protemas tipo Rho que modulam forma celular, adesao e proteolise localizadas proximo a 
matriz extracelular. Essas fun^oes celulares sao claramente crfticas para o comportamento 
invasivo e metastatico de celulas malignas. Talvez o maior transtorno seja uma potencial 
complexidade dessa maquinaria de sinaliza^ao: analises da seqiiencia do genoma humano 
indicam que cerca de 20 protemas da fami'lia Rho sao reguladas por ao menos 80 diferentes 
fatores de troca do nucleotfdeo guanina (i. e., GEFs-Rho). 


14.8 Cdulas em metastase podem usar vasos linfaticos para sair 
do tumor primario 


Celulas moveis, apos tornarem-se invasivas, entram nos vasos do sangue ou sistema linfa- 
tico — processo de intravasa^ao —, se dispersam e, se sobreviverem aos rigores da viagem, 
finalmente fixam-se em um tecido e permanecem a alguma distancia do tumor primario. 
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Figura 14.40 Influenoia de RhoC na 
metastase Variagoes da linhagem ceiular 
humana de melanoma foram derivadas 
tanto de fracas como de potentes 
metastases; a ultima teve mais mobilidade 
e invasividade in vitro. A habilidade 
metastatica foi medida pela injegao de 
celulas tumorais na vela da cauda de 
camundongos e pela contagem de 
metastases resultantes em pulmao; esse 
ensaio mede alguns passes da cascata 
invasao-metastase (p. ex., extravasagao), 
mas nao todos eles. Celulas pouco 
metastaticas {esquerda, acima) mostraram 
uma morfologia epitelial, enquanto celulas 
muito metastaticas {esquerda, abaixo) 
pareceram fibroblasticas. A introdugao de 
um vetor retroviral expressando altos niveis 
de RhoC tipo selvagem (wt) em celulas 
pouco metastaticas produziu celulas 
(direita, acima) que mostraram uma 
aparencia elongada, fibroblastica e foram 
muito metastaticas. Inversamente, a 
introdugao de uma proteina RhoC 
dominante-negativa (dn) em celulas 
potentemente metastaticas produziu 
celulas que foram mais epiteliais em 
aparencia {direita, abaixo) e perderam 
quase toda sua habilidade metastatica, 
bem como sua mobilidade e invasividade in 
vitro. (De E.A. Clark, T.R.Golub, E.S. Lander 
e R.O. Hynes. Nature 406: 532-535, 2000.) 
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A viagem pela circula^ao sangtimea e frequentemente chamada espalhamento hematoge- 
no e depende do sucesso previo da angiogenese pelo tumor. Isso enfatiza o fato de a 
angiogenese beneficiar celulas de cancer em dois caminhos distintos. Por um lado, ela 
apoia a atividade metabolica requerida por essas celulas para sobreviverem e prolifera- 
rem. Por outro lado, proporciona as celulas tumorais um acesso direto para a dispersao 
pelo corpo. 

A discussao estendida do espalhamento hematogeno na Se^ao 14.1 reflete o importante 
papel da circula 9 ao sangtimea na dissemina^ao da metastase. A contribui 9 ao dos vasos 
linfaticos para a dispersao das celulas de cancer e, entretanto, menos obvia. Quase todos 
os tecidos do corpo carregam redes de vasos linfaticos que sao responsaveis pela contmua 
drenagem do fluido intersticial acumulado no espa^o entre as celulas. Muitos dos vasos 
convergem em um vaso abdominal principal que esvazia sua linfa na veia subclava es- 
querda perto do cora^ao e, portanto, na circula 9 ao geral. Como conseqtiencia, celulas de 
cancer presentes nos vasos linfaticos poderiam ocasionalmente entrar por essa conexao 
cruzada na circula^ao geral. 

Celulas tumorais e companheiros estromais recrutados podem secretar VEGF-C, que 
dirige linfangiogenese — a forma 9 ao de novos vasos linfaticos (Se^ao 13.6). Alem disso, 
tumores experimentais for^ados a secretar aumentados nfveis de VEGF-C originariam 
muitas celulas metastaticas na vizinhan^a dos nodulos linfaticos “drenantes” - os linfo- 
nodos associados aos ductos linfaticos que drenam os tecidos nos quais o tumor perma- 
nece (Figura 14.41A). Entretanto, analises histologicas detalhadas de tumores crescendo 
espontaneamente indicam que vasos linfaticos funcionais sao raramente encontrados por 
toda a massa tumoral. Ao contrario, eles estao amplamente presentes na zona periferica 
de tumores solidos. Aqueles poucos vasos linfaticos descobertos na regiao central de 
massas tumorais sao normalmente colapsados (veja a Figura 13.36). Como discutido no 
capitulo anterior, parece que a expansao da massa das celulas de cancer dentro do tumor 
pressiona esses vasos; como os ductos linfaticos tern pequena pressao hidrostatica inter¬ 
na, nao resistem a essas formas e colapsam. 

A ausencia de vasos linfaticos funcionais dentro de massas tumorais deve influenciar as 
vias usadas por celulas de cancer em metastase que deixam o tumor primario. Sem o 
acesso direto aos ductos linfaticos, muitas celulas de cancer moveis sao for^adas a usar os 
capilares funcionais muitos mais numerosos, que estao presentes na massa tumoral, como 
suas rotas de escape. Apesar de tais acessos limitados, algumas celulas de cancer tern 
sucesso em entrar no sistema linfatico. No caso especiTico de carcinoma mamario, 
algumas celulas em metastase entram nos vasos linfaticos que diretamente drenam a 
glandula mamaria e coletam dentro das vizinhan^as dos nodulos linfaticos (veja a Figura 
14.41 A). Essas celulas de carcinoma vagantes sao prontamente detectaveis nos ductos e 
nodulos linfaticos, porque sua aparencia difere muito das celulas linfoides que as cercam 
(Figura 14.41C) e elas expressam proteinas epiteliais, como citoqueratinas, ausen- 
tes nos tecidos linfaticos (Figura 14.4ID). Analises histologicas dos linfonodos dre¬ 
nantes sao rotineiramente usadas para determinar se um cancer de mama primario co- 
me^ou a despachar celulas metastaticas pioneiras para locais distantes no corpo (Barra 
lateral 14.6). 

Os nodulos linfaticos drenantes do tumor primario poderiam funcionar bem como areas 
de prepara^ao. Entao, uma vez que as celulas de cancer se multiplicam e formam peque- 
nas metastases dentro desses nodulos, elas podem se dispersar mais tarde, despachando 
pioneiros metastaticos para lugares mais distantes no corpo. De fato, por muito tempo 
no seculo XX, cirurgioes acreditaram que linfonodos drenantes de um tecido funciona- 
vam como fdtros e que, uma vez que esses nodulos eram preenchidos por celulas metas¬ 
taticas, estas eram derramadas em outros vasos linfaticos, com o objetivo de dissemina- 
rem largamente atraves do corpo. 

A ideia alternativa e a de que nodulos linfaticos drenantes representam o “beco sem sai'da” 
para celulas de cancer disseminadas, isto e, aquelas celulas de cancer que proliferam dentro 
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desses nodulos raramente se locomovem para locals mais distantes do corpo. Alem disso, 
estudos em pacientes com cancer de mama, cabe^a e pescofo, gastrico e carcinoma coloretal 
indicaram que a remofao cirurgica de linfonodos drenantes nao tern efeito na sobrevivencia 
dos pacientes. Tais observa^oes sugerem que metastases atraves da linfa e atraves do sangue 
operam em paralelo e que celulas de cancer que chegam nos nodulos linfaticos normalmente 
nao vao adiante. Como conseqiiencia, nodulos linfaticos representam “marcadores substitu¬ 
tes” de metastases por proporcionarem dados para diagnostico e prognostico liteis sem esta- 
rem diretamente envolvidos no processo que leva a dissemina^ao difundida de celulas de 
cancer e doen^a metastatica. 


(A) 


nodulos 



(C) 



(D) 


(tumor) 



Figura 14.41 Linfonodos drenantes da glandula mamaria (A) Os 
ductos linfaticos (vermelho) e os linfonodos drenantes de mama 
(dutos inchados) sao os locals de disseminagao inicial, sendo 
carregados pelo fluxo da linfa (sefas), deixando varios setores da 
mama. Carcinomas chegando nesses diferentes setores tendem a 
depositar celulas metastaticas em diferentes conjuntos de 
linfonodos drenantes. A descoberta de celulas de carcinoma nesses 
linfonodos, os quais sao observados em mais de 30% de 
carcinomas de mama humanos no diagnostico inicial, sugere a 
possibilidade de deposito de celulas metastaticas em locals mais 
distantes do corpo, particularmente se grande numero de nodulos 
drenantes sao encontrados por carregar celulas de cancer de 
mama. (B) Os linfonodos que servem como lonfonodos-sentinela de 
um tumor podem geralmente ser identificados entre todos os 
linfonodos drenantes da mama (painel A) pela injegao de um corante 
azul no tumor (fora do campo fotografico, a direita) seguindo o 


rastro do corante via ductos linfaticos (sefas) do nodulo drenante 
{linha pontilhada, esquerda). (C) A coloragao com hematoxilina- 
eosina (FI&E) de uma seegao de um linfonodo axilar revela que tres 
micrometastases chegando de um tumor primario de mama (sefas) 
cresceram no espago entre a capsula ao redor do nodulo {nao-visto, 
abaixo) e a massa de linfocitos dentro do nodulo {pequenas celulas, 
nucleo escuro, acima), deslocando-o para cima. (D) Imuno- 
histoquimica usando anticorpos especificos para citoqueratinas 
(marrom) revela esta pequena micrometastase no linfonodo- 
sentinela. Tal procedimento e mais sensivel do que a coloragao H&E 
do painel 0 na deteegao de pequenas micrometastases, uma vez 
que celulas mesenquimais do linfonodo nao expressam 
citoqueratinas, as quais sao produzidas por celulas epiteliais. (A, B e 
C, de A.T. Skarin, Atlas of Diagnostic Oncolongy, 3'''* ed. 

Philadelphia: Elsevier Science Ltd., 2003; D, de J.RLeikola. IS. 
Toivonen, L.A. Krogerus et al., 104: 14-19, 2005.) 
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Barra lateral 14.6 Linfonodos sao sentine- 
las que carregam informa 96 es prognosti- 
cas importantes Os linfonodos associados 
a ductos linfaticos que drenam varios teci- 
dos operam como pontos de cole^ao para 
fragmentos subcelulares e celulas que dei- 
xam esses tecidos; alem disso, celulas do sis- 
tema imune tornam-se ativadas em respos- 
ta a antigenos que chegam primeiro a esses 
nodulos. Isso explica por que nodulos dre- 
nantes associados a uma variedade de 6 r- 
gaos (p. ex., glandula mamaria; Figura 
14.41 A) sao rotineiramente examinados para 
determinar se celulas de cancer foram libera- 


das pelos tumores primarios em tais organs. Por 
exemplo, em diagnostico inicial, cerca de um 
ter^o de pacientes com carcinoma oral, cervical, 
colorretal e mama tern celulas cancerosas em 
metastase nos linfonodos perto do seu tumor 
primario (veja a Figura 14.41C e D). 

Esses linfonodos drenantes servem como 
“alarme”, providenciando uma advertencia 
inicial da presen^a de celulas em metastase no 
corpo. Entre esses linfonodos regionais, o sim¬ 
ples nodulo que diretamente drena o tumor 
primario e freqiientemente chamado “linfo- 
nodo-sentinela” (Figura 14.41B). Pacientes 
com baixo mimero de nodulos afetados com 


freqiiencia tern apenas dissemina^ao locali- 
zada do cancer de mama e podem nunca 
desenvolver doen 9 a metastatica, enquanto 
aqueles com muitos nodulos afetados sao 
mais provaveis de abrigar outros depositos 
de celulas metastaticas em locals distantes 
do corpo. Por exemplo, em um estudo, 90% 
de pacientes com sobrevida longa tern um, 
dois ou ocasionalmente tres linfonodos “po- 
sitivos” no diagnostico. De maneira inver- 
sa, pouco mais de 5% de pacientes com mais 
de cinco linfonodos positivos quando seu 
tumor primario foi removido tiveram so¬ 
brevida longa, livre de doen^a. 


14.9 Varios fatores governam os locals nos orgaos em que celulas 
de cancer disseminadas formam metastases 

As descri 96 es, nas se^oes anteriores, dos mecanismos de invasao e dissemina^ao metastatica 
parecem explicar, ao menos superficialmente, como muitos dos passos da cascata invasao- 
metastase procedem. Alem disso, e plausiVel que se observe, um dia, que estrategias de dis- 
persao usadas por uma grande variedade de tipos celulares de cancer metastaticos evasivos 
sejam controladas por um conjunto comum de principios mecanfsticos, tais como aqueles 
discutidos neste capltulo. E importante lembrar, entretanto, que nossas discussoes nao se 
aplicam ao ultimo passo da cascata invasao-metastase-coloniza^ao. 

O crescimento de micrometastases (< 2 mm de diametro) em macrometastases {> 2 mm de 
diametro) e claramente o passo-chave para determinar se a doen^a sera metastatica ou nao. 
Por exemplo, 30% das mulheres diagnosticadas com carcinomas de mama primarios tern 
milhares de micrometastases na sua medula, muitas compostas por celulas unicas ou peque- 
nos grupos de celulas (veja, por exemplo, a Figura 14.2C). Ainda, apenas metade dessas 
mulheres sofrera um relapso da doen^a disparado por aparentes metastases macroscopicas. 
Claramente, a coloniza 9 ao e um processo muito ineficiente, e a grande maioria das celulas 
que acabam formando pequenas micrometastases nunca conseguem se adaptar de maneira 
adequada ao tecido no qual chegaram, originando macrometastases. 

Alem disso, enquanto uma variedade de tipos de celula de cancer pode executar os primeiros 
passos da cascata invasao-metastase de um modo muito similar, e provavel que a coloniza^ao 
por cada tipo celular de cancer proceda de modo muito diferente. Entao, e provavel que a 
adapta^ao, com sucesso, de celulas de cancer de mama em metastase para a medula ossea (a 
qual, por defini^ao, permite que essas celulas colonizem a medula) envolva um conjunto 
completamente diferente de mudan 9 as celulares com rela^ao ^uele requerido para a coloni- 
za 9 ao da medula por celulas de cancer de prostata. Alem disso, as mudan 9 as requeridas para 
as celulas de cancer de mama colonizarem a medula ossea sao provavelmente muito diferen- 
tes daquelas para a coloniza^ao com sucesso de cerebro e pulmao. 

Muitas evidencias apoiam a ideia de que celulas de cancer metastaticas que colonizaram um 
determinado orgao-alvo tornaram-se, para faze-lo, altamente especializadas. A seguir, temos 
algumas indica^oes disso. ( 1 ) setenta e cinco por cento de pacientes j ovens com carcinomas 
de tireoide papilares tern significativas metastases nos linfonodos, mas apenas 3% desenvol- 
verao metastases distantes. Ainda, a adapta^ao aos linfonodos por celulas de carcinoma de 
tireoide em metastase nao permite a elas colonizar outros tecidos no corpo. (2) Similarmente, 
tumores de duodeno maiores do que 1 cm em diametro (contendo > 10 ^ celulas) tern uma 
alta taxa de metastases nos linfonodos, ainda que raramente tenham metastases no figado, 
que e um local comum de metastases de tumores que aparecem perto do colon. (3) Celulas 
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Barra lateral 14.7 Celulas de cancer precisam “aprender” a colonizar 
locals para metastase Imph'cita nessas describees de colonizabao esta a 
nobao de que celulas neoplasicas dentro do tumor primario nao ga- 
nham a habilidade de colonizar um ou outro orgao-alvo no momento 
em que se tornam tumorogenicas. Ao contrario, para muitos tipos de 
celulas de cancer, a habilidade de colonizar e um trabo que parece ser 
adquirido independentemente da aquisibao de tumorogenicidade. Isso 
faz sentido, uma vez que forbas biologicas operam dentro do tumor 
primario selecionado para a habilidade de celulas variantes de prolife- 
rar em um microambiente particular e nao em um microambiente dis- 
tante, biologicamente nao-relacionado a tecidos. 

As questoes nao respondidas por esses argumentos sao onde e 
quando celulas tumorais aprendem a colonizar um orgao-alvo parti¬ 


cular. Alguns subclones de celulas dentro da massa tumoral prima- 
ria poderiam, por casualidade, adquirir essa habilidade como um 
produto nao-selecionado de forbas que levam inicialmente ao seu 
desenvolvimento potencial tumorogtoico. Mais freqiientemente, en- 
tretanto, a aquisibao da habilidade em colonizar provavelmente ocor- 
ra ao lado da formabao final da metastase, onde grande numero de 
micrometastases reside por extensos pen'odos de tempo ate que ce¬ 
lulas de cancer dispersas adquiram a habilidade em colonizar. 
Nesse caso, a selebao darwiniana favorecendo cada celula variante e 
clara e obvia, uma vez que seus descendentes teriam bastante suces- 
so em proliferar em locais distantes, enquanto todas as outras mi¬ 
crometastases vizinhas nesse tecido estagnariam e, por fim, desapa- 
receriam. 


de cancer isoladas de metastases em linfonodos humanos foram encontradas, depois da inje- 
bao no sistema venoso de camundongos, crescendo preferencialmente nos linfonodos dos 
seus camundongos hospedeiros, ao inves de em outros possiVeis locais de colonizabao. (4) A 
remo^ao cirurgica de metastases isoladas de carcinoma colorretal relativamente grande, pre¬ 
sente no figado ou pulmao, com freqiiencia resulta em sobrevivencia livre de doen^a por 
varios anos, apesar do fato de a circulabao dos pacientes com tais metastases claramente 
carregar um grande numero de celulas em metastase, incluindo algumas que ja possuem 
habilidade em colonizar um ou mais orgaos. (5) Celulas de melanoma de camundongo po- 
dem ser selecionadas para fazer metastase preferencialmente em pulmoes, ou celulas de can¬ 
cer de mama para fazer metastase em pulmoes ou, alternativamente, em ossos. Essas observa- 
boes discrepantes reforbam a ideia de que a habilidade em colonizar certos orgaos representa 
uma especializabao adquirida (Barra lateral 14.7). 


Um outro fator afeta essa dinamica: diferentes tipos de celulas de cancer adquirem a habilidade em 
colonizar um dado tecido com maior ou menor facilidade. Entao, a habilidade de celulas de 
cancer de prostata em fazer metastase para a medula parece ser muito mais facilmente adquirida 
do que sua habilidade em colonizar figado ou pancreas. Isso sugere que o programa de diferencia- 
bao de celulas epiteliais prostaticas normals exerce uma forte influencia na habilidade de celulas de 
carcinoma derivadas para fazer metastase em orgaos especi'ficos. Se colocassemos celulas de carci¬ 
noma de prostata e orgaos-alvo potenciais em um mapa representando tendencias metastaticas 
(Figura 14.42), poderfamos indicar que celulas prostaticas tern um “acesso” relativamente facil a 
medula ossea, implicando a necessidade de softer pequenas mudanbas para se adaptarem a esse 
local. Ao contrario, elas tern um acesso mais limitado a outros orgaos, como o figado e o pancreas, 
nos quais elas raramente formam metastases macroscopicas. 


prostata 



pancreas 


mama 


colon 


Figura 14.42 Tumores primarios e seus 
tropismos metastatioos Neste diagrama, a 
relativa largura de cada seta indica a 
relativa proporgao de metastases aparentes 
clinicamente que sao geradas por um 
adenocarcinoma primario. Quatro tipos sao 
indicados aqui: prostata, mama, pancreas 
e coion. Em alguns casos, a tendencia do 
tumor a semear metastase em um ou outro 
tumor reflete a habilidade das celulas de 
cancer do tumor primario em adapter (e 
entao colonizar) o microambiente de 
tecidos distantes; isso provavelmente 
explicaria as fortes tendencias dos 
canceres de prostata e mama a gerar 
metastases na medula ossea. Em outros 
casos, 0 layout da circulagao pode 
influenciar muito o local da metastase. Por 
exempio, a alta proporgao de metastase 
em figado derivando de cancer de colon 
primario pode refletir a drenagem via veia 
porta do sangue do colon diretamente para 
0 figado (veja a Figura 14.44). 
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Figura 14.43 Stephen Paget 0 medico 
britanico Stephen Paget foi o primeiro a 
enunciar a hipotese “semente e solo", a 
qual declara que a habilidade de 
disseminagao de celulas cancerosas em 
iniciar uma metastase com sucesso 
depende de se o tecido distante oferece 
urn ambiente hospitaleiro para 
sobrevivencia e proliferagao. (De I.J. Fidler, 
Nat. Rev. Cancer 3: 453-458, 2003.) 


Barra lateral 14.8 Metastases contrala- 
terais sao relativamente raras Possivel- 
mente a grande dificuldade da hipotese 
de semente e solo vem da falha em ex- 
plicar a raridade de metastases contrala- 
terais. Por exemplo, celulas de cancer 
disseminadas do tumor primario a par- 
tir de um tumor primaro em uma mama 
deveriam intuit que a mama contralate¬ 
ral (i. e., oposta) fornece o ambiente mais 
hospitaleiro para colonizagao. De fato, 
apenas 2% dos canceres de mama resul- 
tam em metastase contralateral, compa- 
ravel a freqiiencia de tumores na mama 
que aparecem como metastase de tumo¬ 
res primarios localizados fora da mama. 
De maneira similar, canceres de tins pri¬ 
marios raramente fazem metastase em 
tins contralaterais. Esses comportamen- 
tos sao claramente incompati'veis com a 
hipotese da semente e solo e ainda re- 
querem explicagao. 


Essa predilegao para formar macrometastase em um outro ou orgao foi notada em meados de 
1889, pelo patologista britanico Stephen Paget (Figura 14.43). Ele propos a hipotese da 
“semente e solo”, na qual ele fez uma analogia da semeadura de celulas de cancer com a 
dispersao de sementes de plantas. Apos o estudo do curso cli'nico de 735 pacientes de cancer 
de mama, Paget concluiu que o padrao da formagao de metastases nessas pacientes nao pode- 
ria ser explicado por dispersao aleatoria atraves do corpo nem por padroes de dispersao da 
mama atraves da circulagao geral. Ele entao propos que celulas de cancer em metastase (se¬ 
mentes) encontrariam um local compati'vel apenas em certos tecidos, especialmente hospita- 
leiros (o solo). Segundo Paget, “uma planta da sementes, e tais sementes sao carregadas em 
todas as diregoes mas elas podem apenas viver e crescer se encontrarem um solo fertil”. Essa 
habilidade em formar metastases macroscopicas em alguns locais, mas nao em outros, tern 
sido destacada por certos procedimentos clmicos. 

O modelo da semente e solo estabelece explicitamente que celulas de cancer disseminadas sao 
dispersadas “em todas as diregoes”, ou seja, por todo o corpo. Essa afirmagao traz a tona uma 
outra ideia: a razao pela qual muitos tipos de celulas de cancer formam metastases em um 
orgao-alvo especifico nao e atribulda a sua migragao direta ou estabelecimento nesse orgao. 
Ao contrario, elas sao dispersadas aleatoriamente, e apenas aquelas celulas de cancer que 
conseguem chegar em um tecido hospitaleiro razoavel obtem sucesso em sobreviver, formar 
micrometastases e, ocasionalmente, tendo aprendido como colonizar, formar metastases ma¬ 
croscopicas. Celulas essencialmente identicas disseminando poderiam chegar, com uma mes- 
ma aha freqiiencia, em outros orgaos, nos quais elas pereceriam imediatamente ou sobrevive- 
riam como micrometastases, sem ter sucesso em colonizar esses locais. 

A hipotese da semente e solo nao pode, entretanto, explicar o padrao metastatico de todos os 
tipos de canceres humanos (veja a Barra lateral 14.8). Ao contrario, em certos casos, a predi¬ 
legao em fazer metastase em certos orgaos e provavelmente ditada pelo desenho dos vasos que 
conectam o local do tumor primario e o local da metastase. Por exemplo, a forte tendencia de 
celulas de carcinoma de colon em fazer metastase para o figado poderia simplesmente refletir 
o fato de elas deixarem o estomago via veia porta (que drena o trato gastrintestinal inferior e 
o bago) e, apos uma breve viagem, quase inevitavelmente tornarem-se alojadas nos capilares 
do figado que sao alimentados por essa veia (Figura 14.44). Mesmo se celulas de cancer de 
colon em metastase colonizam o figado com uma eficiencia extremamente baixa, o numero 
absoluto de celulas de cancer presas no figado garante que, com a passagem do tempo, um 
numero substancial de metastases apareceria nesse orgao-alvo. 

A mesma logica poderia explicar por que celulas de cancer de mama freqiientemente formam 
metastases em pulmoes. Como no caso de celulas de carcinoma colorretal, celulas de carcino¬ 
ma mamario dispersas poderiam nao encontrar os pulmoes como um ambiente especialmen¬ 
te hospitaleiro, e celulas de cancer individuals teriam uma baixa probabilidade de colonizar 
pulmoes com sucesso. Apesar disso, algumas metastases ao final se formarao la, simplesmente 
porque tantas dessas celulas permanecem fisicamente ligadas a esse tecido (veja a Figura 14.44). 
Essa logica sugere que, em geral, a freqiiencia de metastases para um orgao e governada por 
dois parametros: a freqiiencia em que celulas que fazem metastase sao fisicamente ligadas em 
um orgao, e a facilidade com a qual elas podem se adaptar ao microambiente daquele orgao, 
colonizando-o entao. 

Ha tambem indicagoes de que tecidos que nao sao normalmente locais hospedeiros para 
colonizagao podem tornar-se por meio de processes patologicos especi'ficos, como ferimen- 
tos localizados. Isso sugere que areas de inflamagao cronica no corpo de um paciente com 
cancer podem ocasionalmente tornar-se ambientes favoraveis para as celulas cancerigenas 
que sofrem metastases, simplesmente porque oferecem um espectro de sinais mitogenicos e 
troficos, como discutido no Capitulo 13. 

Ainda assim, outros mecanismos tern sido propostos para explicar o tropismo de tecidos de 
celulas que sofrem metastase. Por exemplo, orgaos-alvo podem liberar mensagens quimicas 
especificas - os quimioatrativos, as vezes denominados quimiocinas - que podem ativamente 
recrutar celulas cancerigenas dispersas para entrar nestes orgaos a partir da circulagao. Tal 
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Figura 14.44 Circulagao porta e metastase 
no figado Enquanto o sistema venoso de 
muitos tecidos drena para o lado direito do 
coragao e entao para os capilares dos 
pulmoes, as veias drenantes do bago e 
estomago sao organizadas diferentemente; 
elas envaziam-se diretamente no figado via 
circulagao porta. (Depois de passar atraves 
do figado, o sangue venoso e enfao 
remefido de volta para o coragao.) Como 
consequencia, urn vasto numero de celulas 
de carcinoma colorretal em metastase sao 
presas em capilares do figado segundos 
depois de deixar o colon. (Adaptada de I.C. 
MacDonald, G.C. Groom e A.F. Chambers, 
BioEssays 24: 885-893, 2002.) 


quimioatragao claramente opera para garantir o estabelecimento de uma variedade de celulas 
imunologicas circulantes para tecidos especi'ficos como parte das operagoes normals do siste¬ 
ma imune. Em um estudo, quando celulas de melanoma de camundongo B16 foram forga- 
das a expressar o receptor da quimiocina CXCR4, suas metastases para o pulmao aumenta- 
ram em um fator de 10. Porem, quando um vetor expressando o receptor CXCR7 foi intro- 
duzido nessas celulas de melanoma, elas entao mostraram um substancial aumento de metas¬ 
tases para os nodulos linfaticos, apropriando-se, assim, de um mecanismo normalmente usa- 
do pelos linfocitos para se dirigir a esses nodulos. (Na verdade, como esses receptores ativados 
por quimiocinas freqiientemente oferecem sinais mitogenicos e de sobrevivencia as celulas 
cancen'genas, e diflcil saber se esses receptores quando ativados por seus ligantes induzem 
celulas que formam metastases a migrar para um tecido ou simplesmente encorajam a sobre¬ 
vivencia e proliferagao dessas celulas apos elas terem chegado no tecido.) 

De acordo com outro posslvel mecanismo de tropismo metastatico, os capilares que formam 
as camas vasculares (i. e., a rede de vasos sangiimeos) em varies tecidos expressam moleculas 
tecido-especificas em suas superficies luminais. Essas moleculas podem oferecer si'tios de aco- 
plagem especi'ficos para celulas cancen'genas que expressam certas moleculas de adesao, como 
integrinas, em suas superficies. Esse modelo e algumas vezes denominado de teoria do 
“codigo postal vascular”, porque implica que as superficies luminais de vasos em dife- 
rentes tecidos carregam, na forma quimica, enderegos especi'ficos de estabelecimento, 
muito similares aqueles usados por um sistema postal. Esse modelo falha ao nao levar em 
conta o fato de que celulas cancen'genas sao freqiientemente rodeadas por nuvens de plaque- 
tas capazes de bloquear a associagao direta entre a celula cancerigena e as superficies luminais 
de celulas endoteliais. 

Um estudo detalhado do comportamento de canceres humanos que sofreram metastases 
calculou que 66% de metastases poderiam ser explicadas simplesmente pelos padroes de 
fluxo sangiiineo entre o tumor primario e os locals de metastases observados. Em 20% dos 
casos, os microambientes especializados dos tecidos-alvo (em vez de padroes de fluxos san- 
giiineos) aparentemente forneceram a explicagao da tendencia de certos tipos de cancer a 
formar metastases macroscopicas nesses tecidos. E finalmente, em 14% dos casos, interagoes 
negativas (nas quais tecidos pareciam ativamente repelir celulas cancen'genas vagantes) pare- 
cem explicar numeros abaixo do esperado de metastases previstas pelos padroes de fluxo 
sangiiineo. 

Para resumir, essas diversas observagoes sugerem que celulas que formam metastases disper- 
sam para muitos orgaos no corpo e que sua dispersao e afetada pela conformagao da vascula- 
rizagao. Uma vez chegando a esses varios locals, as celulas cancen'genas irao em geral sobrevi- 
ver e finalmente colonizarao somente aqueles tecidos que fornecerem a elas quimiocinas 
especificas, fatores troficos e mitogenos. Algumas vezes, entretanto, essas celulas podem ser 
bem-sucedidas em formar metastases macroscopicas em orgaos relativamente inospitos, so¬ 
mente porque o direcionamento da circulagao sangiiinea introduz um grande numero destas 
celulas em tais locals. 
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14.10 Metastase para o osso requer subversao de osteoblastos e 
osteoclastos 

O desenvolvimento de metastases em ossos representa um exemplo no qual entende-se, com 
algum detalhe, os mecanismos bioqui'micos e biologicos que permitem que celulas de cancer 
em metastase desenvolvam-se em um microambiente tecido especi'fico. Esse fato justifica 
uma discussao detalhada de metastase osteotropica. Alem disso, e como mencionado repeti- 
das vezes, muitos dos tipos mais comuns de cancer que ocorrem no mundo ocidental — 
carcinomas de pulmao, mama e prostata - mostram uma forte tendencia a fazer metastase no 
osso. De fato, pacientes com cancer de mama e prostata avan^ados desenvolvem quase sem- 
pre metastase de osso. E, em pacientes que sucumbem desses canceres, a maior parte das 
celulas tumorais em seus corpos no momento da morte e geralmente encontrada entre metas¬ 
tases espalhadas nos seus ossos. 

Em geral, pensa-se no osso como sendo um tecido estatico, o qual, uma vez formado, retem 
sua estrutura atraves da vida. A verdade e muito mais interessante. Em mami'feros, cerca de 
10% da massa de ossos do esqueleto e trocada a cada ano, resultando em uma troca essencial- 
mente completa no curso de uma decada. Esse contmuo remodelamento permite aos ossos 
responder ao estresse mecanico por refor 9 o compensatorio dessas regioes estressadas. For 
exemplo, os ossos das pernas sao continuamente remodelados em resposta a sinais de suporte 
de peso que diferentes por^oes de cada osso da perna recebe. 

A reciclagem do osso e executada pelos osteoclastos, que quebram ossos mineralizados, e 
pelos osteoblastos, que os reconstroem. Os osteoclastos funcionam primeiro desminerali- 
zando o osso (dissolvendo seus cristais de fosfato de calcio) e, em seguida, degradando a 
matriz extracelular entao exposta, que previamente formou a rede organica para os cristais de 
fosfato de calcio (Figura 14.45). Os osteoblastos rapidamente fazem a reconstruq;ao, a qual 
envolve a ligaq;ao de nova ECM e a deposi^ao de cristais de fosfato de calcio na matriz inters- 
ticial. Como pode ser deduzido dessa descri 9 ao, os dois tipos celulares em geral trabalham 
estreitamente coordenados. 

Muitos tipos de celulas de cancer em metastase sao, por si proprias, incapazes de remodelar a 
estrutura ossea. Ao contrario, elas manipulam e tiram partido desses dois tipos de celulas 
presentes no osso com o objetivo de modificar sua forma. Entao, celulas de cancer de mama 
ativam osteoclastos, resultando em metastase osteolitica - literalmente, metastase que dissol¬ 
ve o osso. Celulas de cancer de prostata tendem, por outro lado, a ativar osteoblastos, produ- 
zindo lesoes osteoblasticas, nas quais ossos mineralizados sao realmente acumulados nas vi- 
zinban^as das metastases (Figura 14.46). 

De fato, esses dois comportamentos representam os extremos de um contmuo, uma vez que 
ambos os tipos de canceres ativam osteoblastos e osteoclastos em uma maior ou menor exten- 
sao. Por exemplo, enquanto metastases osteob'ticas predominam em pacientes com cancer de 
mama avan^ado, um quarto dessas mulheres tern claramente lesoes osteoblasticas defmidas 
em seus ossos. De maneira similar, carcinomas de prostata tambem geram ocasionalmente 
metastases osteob'ticas dispersadas entre muitos crescimentos osteoblasticos espalhados por 
esses tumores. Uma exce^ao a essa regra de mistura de ambos os tipos de metastases de ossos 
e dada por celulas de mieloma (tumor de celula B, linhagem secretora de anticorpos), que 
cria exclusivamente lesoes osteollticas no osso. 

A estreita coordena^ao entre osteoblastos e osteoclastos e mediada, ao menos em parte, pela 
mudan^a dos sinais de fatores de crescimento. Um importante indutor de diferencia^ao de 
osteoclasto e o ligante RANK (receptor ativador de NF-kB), ou simplesmente RANKE. 
RANKE e produzido e exibido na superffcie de osteoblastos. Quando um precursor de oste¬ 
oclasto exibe o receptor RANK, entra em contato com um osteoblasto e suas moleculas 
RANKE de superffcie celular; isso resulta na ativa 9 ao de receptores RANK do precursor de 
osteoclasto e sua maturaq;ao em osteoclastos funcionais (Figura 14.47). Ao mesmo tempo, 
osteoblastos produzem um receptor soluvel, chamado osteoprotegerina (OPG), que pode 



Mecanismos de metAstase osteotr6pica / 639 





Figura 14.45 Degradagao do osso por 
osteoolastos (A) Esta micrografia mostra 
osteoclastos (roxo, setas) escavando 
pequenos buracos na superficie de 
mandibula de camundongo (rasa). (B) Em 
uma magnitude muito maior, esta 
micrografia eletronica de varredura mostra 
urn osteoclasto de rato que teve urn pogo 
raso escavado na superficie mineralizada 
do osso. Cristais de apatita de calcio no 
osso foram dissolvidos por acido secretado 
por osteoclastos, revelando uma malha 
complexa da matriz extracelular (ECM) rica 
em colageno no fundo do pogo. 

Associados a essa ECM estao mitogenos e 
fatores de sobrevivencia que se tornam 
disponiveis para celulas de cancer depois 
que os osteoclastos quebram a ECM. (C) 
Esta micrografia eletronica de varredura 
revelou o quao devastadoras as lesoes 
osteoliticas {setas) podem ser em termos 
de comprometimento para a estrutura do 
osso em urn paciente com lesoes 
osteoliticas metastaticas. (A e B, de T.R. 
Arnett e D.W. Dempster, Endocrinol. 119: 
ligar RANKL e embosca-lo antes que ocorra a ativagao do receptor RANK na superficie de 199-124, 1986; C, cortesia de G.R. Mundy.) 
precursores de osteoclastos. O resultado e o bloqueio da sinalizagao de RANKL-RANK e a 
inibigao da maturagao dos osteoclastos. Ainda, o balango entre sinais RANKL (estimulado- 
res) e OPG (inibidores) determina o estado de ativagao dos osteoclastos. 


A interagao dinamica de osteoblastos e osteoclastos providencia um embasamento para as 
agoes de celulas de cancer que formam metastases em ossos. Suas atragoes para os ossos 
derivam fmalmente da matriz extracelular de colageno (ECM) nao-mineralizada que forma a 
rede organica na qual os cristais de fosfato de calcio sao depositados (veja a Figura 14.45B). 
ECM de osso e uma fonte nao usual rica em fatores mitogenicos e troficos que permitem que 
muitos tipos de celulas de carcinoma se desenvolvam. Conseqiientemente, provocando a 
desmineralizagao do osso, celulas de cancer ganham acesso a fonte de fatores seqiiestrados na 
ECM do osso, usando-os para sua propria proliferagao e sobrevivencia. 

Celulas de cancer em metastase chegam ao osso atraves dos vasos que alimentam a medula. 
Uma vez la, elas aderem a celulas estromais especializadas que cobrem as superficies dos ossos 
na face da medula. Celulas de cancer de mama em metastase, em particular, ao chegarem ao 
osso, revertem o comportamento caracteristico de seus precursores normals (celulas epiteliais 
mamarias, ou MFCs). Durante a lactagao, quando produzem leite, MFCs formam pequenos 
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musculo medula osso mineralizado 



(B) metastase osteolitica 


tumor 



(C) metastase osteoblastica 
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FIgura 14.46 Metastase osteolitica e 
osteoblastica Estas micrografias 
apresentam secgoes de vertebra e femur 
nas quais o osso mineralizado (laranja), o 
musculo ao redor {vermelho brilhante) e 
medula ossea (roxo-escuro) sao claramente 
delineados. (A) Esta vertebra do 
camundongo controle injetada apenas com 
tampao parece ser composta por 
abrangente medula com faixas de osso 
mineralizado continuadas atraves do osso. 
(B) Em urn camundongo carregando uma 
linhagem celular de cancer de mama 
humane (MDA-MB-231) que cria lesdes 
osteoliticas, muito do osso mineralizado e 
perdido, e a medula e deslocada por 
celulas tumorais {vermelho-escuro). (C) Em 
urn camundongo carregando uma 
linhagem celular de cancer de mama 
humano (ZR-75-1) que cria lesdes 
osteoblasticas, muito do espago da medula 
e agora preenchido com osso mineralizado 
(laranja) com massa de tumor evidente para 
esquerda e direita. (De J.J. Yin, 

K.S.Mohammad, S.M.Kakonen et al., Proc. 
Natl. Acad. Scl. USA 100: 10954-10959, 
2003.) 


sacos (alveoles) da glandula mamaria, liberando o pepti'deo relacionado ao hormonio parati- 
reoidal (PTHrP). PTHrP entao viaja atraves da circulagao dos ossos, na qual dispara uma 
cadeia de eventos que encoraja a dissolugao de minerals do osso por osteoclastos. Isso resulta 
na mobilizagao de I'ons de calcio, que viajam pela circulagao da glandula mamaria, em que 
sao incorporados no leite por MECs. 

Esse mecanismo normal de mobilizagao do calcio e subvertido por celulas de cancer de mama 
em metastases que se estabelecem em ossos (Figura 14.48). Tendo se ligado as celulas do 
estroma que cobrem a superficie mineralizada do osso, celulas de cancer de mama voltam ao 
habito de MECs normals, liberando PTHrP. PTHrP, por sua vez, impinge diretamente sens 
receptores exibidos por osteoblastos, causando a liberagao, por estas celulas, de RANKE. 
RANKE entao induz a diferenciagao de precursores de osteoclastos em osteoclastos ativos. 
Osteoclastos ativados degradam osso mineralizado, conseqiientemente liberando um supri- 
mento rico em fatores de crescimento ligados a matriz extracelular do osso. 

Os fatores de crescimento liberados da ECM do osso, incluindo PDGF, protemas morfoge- 
neticas do osso (BMPs), fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs), fator de crescimento 1 
tipo insulina (lGF-1) e TGF-P, alimentando o crescimento adicional de celulas de cancer de 
mama, induzindo-as a secretar mais PTHrP. Esse PTHrP produz mais osteolise pelos osteo¬ 
clastos, liderando um sistema de sinalizagao de autoperpetuagao que tern sido chamado de 
“ciclo vicioso” (veja a Figura 14.48), no qual TGF-P tambem desempenha um papel impor- 
tante (Barra lateral 14.9). 


Esse ciclo sugere possiveis pontos de intervengao terapeutica. Os mais promissores sao drogas 
compostas como bisfosfonatos, que sao ingeridos oralmente e tornam-se adsorvidos aos cris- 
tais apatita que constituem a porgao mineral do osso; moleculas de droga podem persistir por 
longos pen'odos, como decadas ou mais. Quando os ossos contendo bisfosfonatos sao dissol- 
vidos, mais tarde, por osteoclastos, estes sao corrompidos pelos bisfosfonatos liberados, o que 
os leva a apoptose. Ainda, bisfosfonatos sao uteis para reduzir a carga das lesoes osteoliticas 
em pacientes com varios tipos de canceres metastaticos. 

Quando camundongos imunocomprometidos carregando celulas de cancer de mama humanas 
sao tratados com bisfosfonatos, o numero de lesoes osteoliticas e reduzido e, ao mesmo tempo, a 
carga total de celulas tumorais nesses animats e diminuida. Essas observagoes proporcionam indi- 
cagoes adicionais sobre a progressao tumoral, em que a proliferagao dessas celulas de cancer de 
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mama depende muito da osteolise e da libera^ao de fatores de crescimento resultante do osso 
dissolvido. Alem disso, a terapia com bisfosfonatos pode proporcionar beneflcios adicionais a 
pacientes sofrendo de cancer de mama metastatico (veja a Barra lateral 14.10). Recentemente, 
derivados de osteoprotegerina (OPG), que poderiam tambem bloquear o “ciclo vicioso”, foram 
encontrados em ensaios cllnicos de fase inicial e reduziram substancialmente a taxa de dissolu^ao 
do osso em pacientes com mielomas e canceres de mama metastaticos. 

Como poderia ser predito, lesoes osteoblasticas dependem de outros sinais — que ativam osteo¬ 
blastos mais do que osteoclastos. Nesse caso, a libera^ao por celulas de cancer metastaticas do fator 
de crescimento chamado “endotelina-1” (ET-1) tern um papel dominante na estimula^ao de 
osteoblastos e, ao mesmo tempo, reprimindo a atividade de osteoclastos. Entao, celulas de cancer 
de prostata de tumores primarios liberam endotelina; desde que seu receptor cognato seja tambem 
expresso por essas celulas de cancer, o resultado e uma al^a estimulatoria de crescimento autocrino. 
Entretanto, quando essas celulas chegam na medula, a endotelina que elas liberam tambem age 
via sinaliza^ao heteroti'pica para estimular osteoblastos, criando lesoes osteoblasticas caracten'sticas 
dessa malignidade. (Precisamente como a ativa^ao dos osteoblastos beneficia celulas de cancer de 
prostata nao e muito bem-entendido. Seria plausivel que osteoblastos ativados secretassem gran- 
des quantidades de fatores de crescimento durante a constru^ao do osso mineralizado, e que 
alguns desses fatores fossem desviados por celulas de cancer em metastases osteoblasticas.) 


Figura 14.47 Osteoblastos versus 
osteoclastos 0 balango fisiologico entre 
formagao de osso e reabsorgao e criado 
por sinalizagao entre osteoblastos, que 
ligam ossos, e osteoclastos, que os 
dissolvem. Em um ciclo avangado, 
osteoclastos removem ossos 
mineralizados, cobrindo e fechando a 
secgao do osso e secretando acido 
digestivo no osso abaixo desses; isso e 
seguido por preenchimento osteoblastico 
de cavidades resultantes com novo osso. 
Os osteoblastos liberam RANKL, que age 
via receptor de RANK {nao-mostrado) 
exibido por precursores de osteoclasto 
para induzi-los a maturar em osteoclastos 
funcionais. Os osteoblastos podem 
tambem secretar osteoprotegerina (OPG), 
que age como um receptor isca em uma 
cilada para RANKL antes que ele tenha tido 
a chance de ativar precursores de 
osteoclasto. Ainda, o balango entre RANKL 
e OPG determine a velocidade da rede de 
crescimento/perda de osso. 


Desse modo, a metafora de Paget da semente e solo e litil, mas esta longe de ser suficiente. 
Como sementes, celulas metastaticas sao langadas em muitas diregoes, mas, uma vez que 


Ca'^ 



Figura 14.48 O ciclo vicioso de metastase 
osteolltica Liberado por celulas de cancer 
de mama {direta.cinza), PTFIrP (peptideo 
relacionado ao hormonio paratieoidal) 
ocasiona, em osteoblastos vizinhos, a troca 
da mistura de sinais liberados: eles 
aumentam a sintese de RANKL {seta 
vermelha) e diminuem a sintese de OPG 
(osteoprotegerina) (linha azul). RANKL 
induz precursores osteoclasticos a 
maturarem em osteoclastos funcionais (veja 
a Figura 14.47). Estes sao responsaveis 
pela osteolise, que causa desmineralizagao 
do osso, expoe a matriz extracelular dentro 
do osso (Eigura 14.45B) e resulta na 
liberagao de TGF-|1, Ca^+ e IGF-1 
{esquerda e centre, acima). IGF-1 e Ca^+ 
causam proliferagao e sobrevivencia de 
celulas cancerosas, e a presenga adicional 
de TGF-|3 induz celulas de cancer a 
liberarem mais PTFIrR resultando em uma 
alga de retroalimentagao positive de auto- 
sustengao que foi chamada de “ciclo 
vicioso” de metastase osteolltica. (De G.R. 
Mundy, Nat. Rev. Cancer 2: 584-593, 2002.) 
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chegam em certas areas, elas podem ser descritas como participantes passives no sen futuro 
destine. No entanto, essas celulas de cancer comefam a ativamente cultivar o solo no qual 
elas chegaram, garantindo assim um ambiente fertil para sua propria prolifera^ao e de sens 
descendentes. 


14.11 Genes supressores de metastases contribuem na regula^ao 
do fenotipo metastatico 

Vimos, neste capi'tulo, varies genes que ativamente promovem alguns dos passes da cascata 
invasao-metastase. Muitos deles codificam fatores de crescimento familiares, receptores de 
fatores de crescimento on protemas de sinal de transdu^ao, encontradas em nossas primeiras 


Barra lateral 14.9 TGF-P e PTHrP tern papeis pivotais no ciclo vicio- 
so de metastases osteoli'ticas de cancer de mama Celulas de cancer de 
mama que enviam metastase para os ossos produzem mais PTHrP do 
que outras no mesmo animal que nao enviam - uma reflexao sobre o 
fato de que certos fatores de crescimento liberados da ECM do osso 
estimulam a produ^ao de PTHrP por celulas de cancer em metastase. 
O mais importante desses fatores derivados do osso e TGF-P, como 
ilustrado por alguns simples experimentos. Em um deles, o receptor de 
TGF-p dominante-negativo (que bloqueia a habilidade da celula em 
responder ao TGF-P) foi expressado em celulas de cancer de mama 
humano. Cada celula cessa a produ^ao de PTHrP e perde a habilidade 


de produzir eficientemente metastase osteoh'tica no osso (Figura 14.49). 
Em outro experimento, celulas de cancer de mama que geralmente nao 
tern a habilidade em enviat metastase ao osso e falham em secretar TGF-P 
podem ser for^adas (por meio do uso de um vetor de expressao) a secre¬ 
tar TGF-P. Este entao age de modo autocrino para estimular tais celu¬ 
las a produzirem seu proprio PTHrP, permitindo-lhes format um gran¬ 
de numero de metastase em ossos. Finalmente, anticorpos que se ligam 
e neutralizam PTHrP sao habeis em bloquear a habilidade das celulas 
de cancer de mama humano em gerar lesoes osteoli'ticas em camun- 
dongos. Essas sao algumas das observa^oes muito diferentes que tern 
inspirado o modelo do “ciclo vicioso” descrito na Figura 14.48. 


celulas l\/IDA-MB-231 transfectadas com: 



dn TGF-pRII dn TGF-pRII dn TGF-pRII 

+ caTGF-pRI + PTHrP 


Figura 14.49 TGF-p e a formagao de metastase osteolltica 
Evidenclas que apolam o modelo do “ciclo vicioso" de metastase 
osteolltica (Figura 14.48) vem, em parte, de experimentos envolvendo 
o uso de celulas I\/IDA-MB-231, uma linhagem de celulas de cancer 
de mama humano que em geral mostra uma alta tendencia a 
produzir metastase osteolltica (veja a Figura 14.46B). A habilidade 
dessas celulas em faze-lo e medida aqui por analise de raio X de 
membros inferiores de camundongos que sustentam xenoenxertos 
de tumor MDA-I\/IB-231. Quando um construto de expressao do 
receptor de TGF-p do tipo II dominante-negativo (dn TGF-pRII) foi 
introduzido nessas celulas de cancer, essa proteina mutante 
bloqueou sua habilidade em responder a TGF-p, especificamente 
TGF-p que seria liberado da matriz extracelular de lesoes osteolfticas 
que elas poderiam ter induzido. Sem o estimulo de TGF-p, essas 
celulas de cancer falham em former metasfases osteolfticas (painel 


da esquerda). Entretanto, se essa inabilidade em responder a TGF-p 
e cancelada pela introdugao, em tais celulas, do construto 
expressando especificamente um receptor de TGF-p do tipo I ativo 
(ca TGF-pRI) constitutivamente, a forga delas em induzir lesoes 
osteolfticas e restaurada (sefas, painel central). Essa observagao, por 
si so, nao indica precisamente como o ca TGF-pRI tern sucesso em 
restaurar a atividade osteolftica dessas celulas. A explicagao vem de 
um experimento no qual um vetor produzindo a expressao de PTHrP 
(em vez da expressao de ca TGF-pRI) e introduzido em dn TGF-pRI. 
Entao elas retomam a habilidade em former metastases osteolfticas 
(sefas, painel da direita). Isso demonstra que TGF-p estimula 
atividade osteolftica forgando celulas de cancer de mama a liberar 
PTHrR que precede em ativar osteoblastos e tambem osteoclastos 
(veja a Figura 14.48).(De J.J.Yin, K. Selander, J.M.Chirgwin et al., 

J.din Invest. 103: 197-206, 1999.) 
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discussoes sobre oncogenes e sens mecanismos de agao. Quando introduzidos em uma varie- 
dade de celulas epiteliais, esses genes sao habeis em provocar mudangas, como transigao 
epitelial-mesenquimal (EMT), aquisigao de mobilidade celular e mesmo invasividade. Alem 
disso, parece incrivelmente provavel que a versao desregulada desses genes sao as forgas pri- 
marias dirigindo muitos dos passes da invasao e metastase. 

De forma importante, as protemas resultantes desses varies genes operam como componen- 
tes do circuito regulatorio complexo que governa muitos aspectos da fisiologia celular. E, 
como todos os circuitos bem-desenhados, existem reguladores positivos e, em contrapartida, 
reguladores negatives, com o objetivo de assegurar um rendimento modulado perfeitamente. 
Essa logica leva a conclusao de que devem existir varies elementos controladores operando 
em celulas que impedem e equilibram as agoes de invasividade e metastase dos efetores posi¬ 
tivos de malignidade avangada. Esses reguladores negatives, em analogia a supressores tumo- 
rais, tern sido chamados de genes supressores de metdstases. 

Como se poderia antecipar, esses supressores de metastases operam em varies mVeis na regu- 
lagao dos passes de invasao e metastase, que vao desde os principais reguladores ativados 
pleiotropicamente e protemas de sinal de transdugao ate os efetores finals de varias mudangas 
bioqui'micas (Tabela 14.4). Eles tern sido identificados por meio de uma variedade de estra- 
tegias experimentais. Bastante freqiientemente, suas expressoes em tumores primaries e sua 
muito baixa expressao em metastases derivadas sugerem um importante papel em bloquear 
os ultimos passes da progressao maligna. 

Tais observagoes, sendo apenas correlagoes, nao provam papeis causais na prevengao de me¬ 
tastases, as quais podem ser demonstradas apenas por meio de outros tipos de experimentos. 
Por exemplo, o papel de um gene candidate a um autentico gene supressor de metastase pode 
ser testado por um criterio operacional simples: quando a expressao de genes e forgada em 
celulas de tumor primario, ela pode permitir a expansao contmua da massa tumoral enquan- 
to, ao mesmo tempo, bloqueia o surgimento de metastases distantes que sao geralmente 
espalhadas por esse tumor e por outros como ele? Alguns desses genes passaram pelo teste, 
enquanto outros agem de uma maneira menos especi'fica, inibindo proliferagao por todos os 
tipos de celula, incluindo algumas em que faltam propriedades invasivas e metastaticas. Ain- 
da, outros candidates a genes supressores foram encontrados suprimindo metastases em ape¬ 
nas um pequeno grupo de tipos de tumores malignos. 

O primeiro desses genes a ser descoberto - NM23 — foi descrito em 1988, por reduzir 
forgas metastaticas em celulas de melanoma de camundongos. Pesquisas subseqiientes 
indicam que ele suprime a mobilidade e invasividade de celulas in vitro. Sua habilidade 
em suprimir forgas metastaticas de tumores experimentais tambem tern sido descrita. O 
mecanismo bioquimico de agao da protema NM23 pode ser relacionado com sua habi¬ 
lidade em formar complexos fi'sicos com a protema KSR, que serve como protema su- 
porte que induz muitas cinases da cascata ERK-MAPK (Segao 6.5), com o objetivo de 
facilitar a rapida e eficiente transferencia de sinais entre elas. Alem disso, NM23 pode 


Barra lateral 14.10 Lesoes osteoliticas 
provocam destruigao em outras vias 
Alem dos defeitos corrosivos de lesoes 
osteoliticas no esqueleto, incluindo do- 
res de ossos graves e fraturas, a osteolise 
tern um outro efeito sutil: a degradagao 
em grande escala do mineral do osso leva 
a hipercalcemia - concentragoes eleva- 
das de calcio na circulagao. Ao mesmo 
tempo, PTHrP (peptideo relacionado ao 
hormonio paratieoidal) liberado na cir¬ 
culagao por metastase de osso induz os 
rins a secretarem menos calcio na urina, 
aumentando os niveis de calcio no san- 
gue. Essa hipercalcemia, que geralmen¬ 
te assinala estagios finals de doenga ma¬ 
ligna, causa uma grande variedade de sin- 
tomas, incluindo problemas gastrintes- 
tinais, no trato urinario, cardiovascula- 
res e neuropsiquiatricos. A hipercalcemia 
pode ser substancialmente reduzida por 
tratamento dos pacientes com bifosfo- 
natos (para reduzir osteolise) e com an- 
ticorpo anti-PTHrP (para aumentar a 
excregao de calcio pelos rins). 


Tabela 14.4 Candidates a genes supressores de metastases 


Nome 

Looalizagao celular 

Mecanismo de agao 

BRMS1 

proteina nuclear 

envolvida no remodelamento da cromatina 

CRSP3 

proteina nuclear 

fator de transcrigao 

KAH/CD82 

proteina transmembrana 

associagao celula-celula (?) 

KISS1 

proteina secretada 

ligante de receptor acoplado a proteina G 

NM23 

cinase citoplasmatica 

regulador da cascata MARK (?) 

RhoGDI-2 

proteina citoplasmatica 

regulador negativo da agao de Rho 

SseCKs 

citoplasma 

proteina associada a citoesqueleto 

VDUP1 

citoplasma 

regulador da cascata de MARK (?) 

CDH1 {=E-caderina) 

proteina de adesao de superficie celular 

favorece a formagao de camadas de celulas epiteliais 

TIMPs 

proteina secretada 

inibidor de metaloproteinases 

MKK4 

citoplasma 

proteina cinase componente da cascata MARK 


Adaptada, em parte, de RS.Steeg, Nat. Rev. Cancer 3: 55-63, 2003. 
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afetar formas metastaticas de celulas por meio da sua habilidade em modular o fluxo de 
sinais que passam por essa sobrevivencia crltica e caminho mitogenico. NM23 tern tam- 
bem sido descrita com fun^oes variaveis, como nucleosi'deo difosfato cinase (que conver- 
te nucleosi'deos difosfatos em trifosfatos), uma histina cinase ou uma serina cinase. Estu- 
dos do gene de Drosophila homologo a NM23, chamado awd, indicam que este age 
durante o desenvolvimento para suprimir migra^ao celular nao-esperada. Sua candida- 
tura como supressor e complicada pelo fato de que tern sido descrito que ele e superex- 
presso em carcinomas de ovario, gastrico e colon adiantados, bem como em sarcomas. 

A molecula E-caderina, sobre a qual muito tern sido dito neste capi'tulo, e tambem con- 
siderada produto de gene supressor de metastase. Seu papel em estabilizar o contato 
celula-celula em camadas epiteliais e na preven 9 ao de transi^ao epitelial-mesenquimal 
(Se 9 ao 14.3) claramente coloca-a entre os principais obstaculos moleculares que blo- 
queiam a aquisi^ao do fenotipo celular de invasividade. Como vimos, sua expressao e 
perdida em carcinomas invasivos por meio de uma variedade de mecanismos. De modo 
similar, pode-se facilmente imaginar como metaloproteinases inibidoras de tecido 
(TIMPs), que se ligam e inativam MMPs no espa^o intercelular, poderiam bloquear 
varios passes de invasao e metastases. 

Um outro gene supressor de tumor codifica a proteina KAI1/CD82, que atravessa a 
membrana plasmatica quatro vezes. Descobriu-se que sua expressao e substancialmente 
reprimida em muitos carcinomas avan^ados de pulmao, pancreas, prostata, colon e gas¬ 
trico. Uma baixa perspectiva para pacientes com cancer de mama esta associada a uma 
baixa expressao de KAIl em suas celulas cancen'genas. Em celulas cultivadas, KAIl su- 
prime migra^ao e invasibilidade e, ao mesmo tempo, aumenta sua agrega^ao umas com 
as outras. Sua localiza^ao proximo a jun^oes aderentes e compati'vel com o papel desem- 
penhado em adesoes celula-celula. Tambem se verificou que KAIl age como antagonista 
de sinaliza^ao de receptores de EGF. 

Outro gene de interesse codifica a proteina KISS 1, que foi hipoteticamente identificada como 
um ligante de receptor acoplado a proteina G de uma superficie celular (GPCR; veja a Se^ao 
5.7). A expressao ectopica do gene KISSl em celulas tumorais suprimiu suas tendencias 
metastaticas sem afetar o crescimento dessas celulas em tumores primarios. Gomo muitos 
outros nesta classe de genes, seu papel bioquimico preciso na supressao metastatica e muito 
pouco entendido. 

Ha ainda muitos candidatos para supressores de metastases. O inibidor 2 de dissocia^ao do 
nucleotideo guanina Rho (RhoGDI-2) e um regulador negativo de proteinas Rho, que age 
seqiiestrando formas ligadas de GDP dessas proteinas no citoplasma, prevenindo-as de re- 
modelar o citoesqueleto de actina (Se^ao 14.7). A expressao desse gene codificado foi corre- 
lacionada inversamente com tendencias invasivas de um grande grupo (105) de carcinomas 
de bexiga. Dados os papeis criticos de proteinas tipo Rho em mobilidade e invasividade 
celular, RhoGDI-2 torna-se um candidate atraente por set um inibidor de invasividade e 
metastase de celulas de cancer. 

O gene supressor 1 de metastases de cancer de mama (BRMS-l) foi identificado pela sua 
expressao diminuida em metastases de cancer de mama. Sua expressao ectopica em carci¬ 
noma de mama e celulas de melanoma suprimiu suas tendencias metastaticas sem afetar sua 
tumorogenicidade. Ele tern sido descrito por aumentar a comunica^ao ^ij/i-juncional 
entre celulas, a qual envolvem canais que permitem a celulas adjacentes trocar moleculas 
de peso molecular menor de 10^. Ao mesmo tempo, a proteina BRMS-l tern sido encon- 
trada em micleos como parte de um complexo de proteinas envolvidas em remodela- 
mento de cromatina. Evidentemente, esses papeis discrepantes necessitam ser revistos no 
future. 

Pesquisas em genes supressores de metastases estao ainda em sua “infancia” e, em muitos 
cases, mecanismos moleculares claros e defmitivos precisam ainda emergir. Alguns dos genes 
dessa categoria, incluindo E-caderina, RhoGDI-2 e TIMPs, produzem proteinas que sao 
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parte de mecanismos bioqufmicos de invasao e metastase conhecidos. As conexoes bioqui'mi- 
cas entre muitos outros candidatos a protemas supressoras de metastases e fenotipos de celu- 
las malignas sao menos aparentes. Ate que esses genes tenham sido inativados em genomas de 
celulas de tumores humanos, tanto por muta^ao como por metila^ao de promotor, sens en- 
volvimentos em fenotipos malignos resultantes nessas celulas permanecem obscuros. 


14.12 Micrometastases ocultas amea^am a sobrevivencia de longa 
dura^ao de pacientes com cancer 

Neste capftulo, lemos repetidamente sobre a extraordinaria ineficiencia com as quais as me¬ 
tastases sao produzidas. Algumas dessas ineficiencias metastaticas sao criadas por profundas 
dificuldades nos passos iniciais da cascata invasao-metastase em celulas de cancer. Muitas das 
celulas cancerosas que chegam a locals distantes e sobrevivem a estes novos locals falham em 
formar metastases clinicamente detectaveis. O resultado e a presen 9 a de micrometastases 
mirfades espalhadas pelos tecidos de muitos pacientes de cancer. 

Enquanto micrometastases sao, com raras exce 96 es, incapazes de se expandir e formar metas¬ 
tases clinicamente detectaveis, elas dao claras indica^oes de que o tumor primario espalhou 
celulas pelo corpo. Essas micrometastases representam uma amea^a a sobrevivencia por lon- 
gos pen'odos de pacientes com cancer, no mi'nimo porque algumas delas podem se transfor- 
mar em metastases macroscopicas clinicamente significativas, plenas, anos apos terem sido 
implantadas em algum tecido distante. Canceres de mama sao conhecidos por desencadea- 
rem relapsos uma ou mesmo duas decadas apos o tumor primario ter sido removido e o 
paciente ter sido declarado livre de cancer. 

Em um estudo de pacientes com cancer de mama, micrometastases foram detectadas por 
amostragem da medula ossea da crista ih'aca da pelvis. Cerca de 1% da popula^ao de 
pacientes padecendo em condi^oes nao-malignas mostrou celulas positivas para citoque- 
ratina (i. e., celulas epiteliais) em suas medulas. Em contraste, 36% de pacientes com 
cancer de mama carregando tumores de estagios I, II ou III tiveram tais micrometastases 
em suas medulas. A presen^a dessas micrometastases na medula provou ser um marcador 
prognostico altamente util para o risco de relapso com metastases clinicamente detecta¬ 
veis (Figura 14.50A). Entao, em quatro anos, um quarto dos pacientes positives para 
medula morreram de cancer, enquanto apenas 6 % deles, sem celula de cancer nas suas 
medulas, morreram dessa doen^a. A presen^a de micrometastase nesses pacientes repre- 
sentou um aumento em torno de quatro vezes do risco de relapsos finals ou morte por 
essa doen^a. Um outro estudo encontrou um aumento de mais de 10 vezes no risco de 
morte em cancer de mama entre aqueles cuja medula tinha micrometastases compostas 
por celulas unicas ou por pequenos grupos de celulas de cancer. 

Pacientes com cancer de colon que passaram por resec^ao (excisao cirurgica) de seus tumores 
primarios freqiientemente aparecerao, um ano ou dois mais tarde, com um pequeno mimero 
de metastases em seus flgados, mas nao em outros lugares; essas metastases podem entao ser 
removidas cirurgicamente, com freqiiencia com significativo beneficio clmico. Mais uma 
vez, micrometastases na medula da pelvis podem ser anotadas. Cerca de 90% de pacientes 
sem essas micrometastases sobrevivem ainda 15 meses mais, enquanto apenas 30% dos pa¬ 
cientes que carregam micrometastase sobrevivem ate esse ponto (Figura 14.50B). 

Um procedimento usado para tratamento de cancer de esofago proporciona ainda uma 
outra dica na dissemina^ao metastatica. Esses tumores sao freqiientemente tratados com 
cirurgia, que necessita da remo^ao de um ou mais segmentos de costela, dos quais a 
medula pode ser facilmente retirada. Dois estudos independentes informaram que 79 e 
88 % desses pacientes, respectivamente, abrigaram micrometastases de carcinoma na me¬ 
dula de suas costelas no momento da cirurgia. Esses numeros, que contrastam com cerca 
de 30% dos pacientes com micrometastases de cancer de mama diagnosticados inicial- 
mente estao correlacionado com o prognostico severo para pacientes sofrendo desse tipo 
de cancer. 
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Figura 14.50 micrometastase e prognostico 
clinioo (A) Este grafico de Kaplan-Meier 
apresenta a proporgao de pacientes com 
cancer de mama que sobrevivem iivres de 
metastases macroscopicas distantes em 
fungao do tempo decorrido seguido do 
tratamento cirurgico inicial dos seus tumores 
primarios. Os pacientes com 
micrometastases na medula dssea no 
momento da cirurgia {linha vermelha) 
sofreram uma taxa de reincidencia muito 
maior do que aqueles cujas micrometastases 
nao existiam {linha azul). (B) Padroes 
surpreendentemente similares caracterizam a 
probabilidade de sobrevivencia de um grupo 
de 54 pacientes com cancer de colon, 
nenhum apresentando metastase aparente 
fora do figado no momento do diagndstico 
pre-operatdrio; todos foram tratados 
cirurgicamente para remover grandes 
metastases do figado. Aqueles cuja medula 
ossea nao apresentou celulas metastaticas 
positivas para citoqueratina tiveram um curso 
clinico mais favoravel {curva verde) do que 
aqueles cuja medula carregou celulas de 
cancer {curva vermelha). Nesse caso, a 
fragao de pacientes sobreviventes {ordenada) 
esta apresentada versus o tempo em anos 
desde o tratamento inicial e sua inclusao no 
estudo clinico. (A, de S. Braun, K. Pantel, P 
Muller et al., N. Engl. J. Med. 342: 525-533, 
2000; B, cortesia de R.A. Tollenaar.) 
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Barra lateral 14.11 Todas as microme- 
tastases sao verdadeiramente dormen- 
tes? A dormencia de doen^as microme- 
tastaticas poderia, com freqiiencia, ser 
uma ilusao. Entao se poderia imaginar 
que, em muitos pacientes com “doen^a 
residual minima” seguindo remo^ao dos 
seus tumores primarios, clones microme- 
tastaticos algumas vezes adquirem a ha- 
bilidade colonizar e, conseqiientemen- 
te, criar uma nova cascata de dissemina- 
9 ao metastatica e relapso da doen^a (veja 
a Figura 14.11). De maneira importan- 
te, tal altera^ao do fenotipo celular (e 
possivelmente uma altera^ao de genoti- 
po) tern uma baixa probabilidade, por 
gera^ao celular, de ocorrer em popula- 
^oes que nao crescem, celulas dormen- 
tes. Alem disso, observances extensivas 
feitas durante muitos anos indicam que 
essas mudan^as ocorrem espontanea- 
mente apenas em populanoes de celulas 
em proliferanao. Ainda, em muitos pa¬ 
cientes com doen^a residual minima, al- 
guns clones de celulas de cancer micro- 
metastaticas devem passar atraves de re- 
petidos ciclos de divisao e crescimento, 
ocasionalmente deixando variantes que, 
devido a algum acidente aleatorio, ad¬ 
quirem habilidade em colonizar. (Essas 
micrometastases poderiam permanecer 
clinicamente nao-aparentes por muitos 
anos simplesmente porque a taxa de pro- 
liferanao celular nesses crescimentos e ba- 
lanceada por uma taxa igual de apopto- 
se celular.) 


A literatura sobre melanoma providencia testemunho dramaticamente igual sobre o perigo 
de longo prazo apresentado por micrometastases dormentes, ocultas (i. e., escondidas e apa- 
rentemente nao-crescentes). Em um caso particularmente bem-documentado, tins foram 
preparados para transplante de orgaos de um cadaver de um paciente que sofreu resec^ao de 
um pequeno melanoma 16 anos antes. O paciente foi seguido proximamente por 15 anos 
depois da remonao desse pequeno tumor primario e permaneceu livre de sintomas. Entretan- 
to, logo apos o transplante, os dois receptores desses tins desenvolveram melanomas agressi- 
vos que foram originados diretamente do seu doador. 

Os mecanismos que previnem micrometastases de explodirem em crescimentos clinicamente 
amea^adores sao pouco entendidos. Em algumas instancias, se pode observar micrometasta¬ 
ses crescendo como punhos ao redor de pequenos vasos; isso sugere que elas falhem em suas 
proprias capacidades angiogenicas, mas, apesar disso, sejam habeis em tomar vantagens limi- 
tadas dos vasos vizinhos. Na grande maioria das micrometases encontradas na medula, as 
celulas envolvidas faltam com alguns indicadores para marcadores de proliferanao celular e, 
entao, em um estado nao crescente, tipo GO, por extensos perfodos (veja a Figura 14.12), 
talvez por meses e, mesmo, anos (veja, entretanto, a Barra lateral 14.11). (Pelo fato de essas 
celulas serem nao-crescentes, elas podem ser especialmente resistentes a tratamentos quimio- 
terapicos designados para eliminar a doen 9 a residual que persiste seguida da remo^ao ciriirgi- 
ca do tumor primario.) 

Mecanismos imunes podem tambem contribuir suprimindo o crescimento de micrometasta¬ 
ses, conseqiientemente prevenindo relapso da doen^a metastatica. Isso e sugerido pelo cresci¬ 
mento explosive observado ocasionalmente, de tumores metastaticos agressivos, em recepto¬ 
res imunossuprimidos de transplante de orgaos. Alem disso, o fenomeno de celulas-tronco 
tumorais poderia ajudar a explicar a inabilidade da grande maioria de micrometastases disse- 
minadas inicialmente em gerar macrometastases. Afora isso, relativamente pouco se sabe 
sobre os mecanismos que impedem muitas micrometastases de colonizarem com sucesso os 
tecidos nos quais elas chegaram. 


14.13 Sinopse e perspectivas 

Como todos os outros fenotipos biologicos, aqueles que contribuem para invasao e me- 
tastase devem ser dirigidos pelas a 96 es de genes. Muitas questoes essenciais tern compli- 
cado a procura de determinantes geneticos desses fenotipos agressivos de cancer: eles sao 
programados por um pequeno niimero de a^oes pleiotropicas, por genes controladores 
principais ou pelas a^oes de multiplos genes que colaboram para cria-los? Esses genes 
sofrem mutafoes durante a progressao tumoral ou se tornam envolvidos nos ultimos 
passos da progressao tumoral por meio de mecanismos epigeneticos que controlam suas 
expressoes? Eles sao controladores principais especializados em programar os fenotipos 
de invasao e metastase ou esses comportamentos sao subprodutos das a 96 es de oncoge¬ 
nes familiares e genes supressores tumorais? 

Enquanto mecanismos geneticos envolvidos em metastase permanecem obscuros, algum pro- 
gresso esta sendo feito para resolver um outro “quebra-cabe^a”: Seriam as celulas dentro do 
tumor primario quern efetua raras variantes de invasao e metastase (entre as grandes popula- 
^oes de celulas tumorais) que adquiriram, por algum acidente genetico ou epigenetico, a habi¬ 
lidade de executar esses passos? Ou sao todas as celulas de cancer, dentro de certos tumores 
primarios, igualmente capazes de invadir e fazer metastases (embora com uma extraordinaria 
baixa eficiencia), enquanto a grande maioria das celulas de cancer em outros tumores nao tern 
tais habilidades? Analises recentes do padrao de expressao genica de varies tumores humanos 
pesaram a favor do segundo mecanismo. Ainda assim, essa questao permanece muito discutida. 

Um desses estudos indica que a tendencia a fazer metastase esta associada a um padrao particular 
de expressao genica em alguns, mas nao em todos, os canceres de mama humanos. Mais ainda, 
esse padrao de expressao e manifestado na maioria das celulas de cada grupo de tumores prima¬ 
rios, em vez de em pequenos conjuntos de celulas dentro de cada tumor (Figura 14.51). Isso 
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Figura 14.51 Uso de arranjos de expressao para predizer progressao de doenga A analise da 
expressao de genes com microarranjos tornou possivel o simultaneo monitoramento da 
expressao de milhares de genes para determinar urn padrao especifico ou assinatura de 
expressao que e correlacionada com o fenotipo especifico ou conjunto de fenotipos. (A) Nesta 
analise de arranjo de expressao, genes que sao expressados em altos niveis estao em 
vermelho, enquanto aqueles que sao expresses em baixos niveis estao em azul. RNAs 
preparados de 64 adenocarcinomas primarios (de varies tecidos) e 12 nbdulos metastaticos de 
adenocarcinomas (arranjados na parte superior) foram analisados (harras preta e vermelha, 
respectivamente). Dos milhares de genes analisados em urn arranjo de expressao de genes 
inicial inao-mostrado), a expressao de 128 genes [arranjados verticalmente aqui) foi encontrada 
por estar associada - devido a super ou baixa expressao - a metastases [barras verticals 
vermeiha e preta, respectivamente). Analises adicionais dos dados produziram urn conjunto de 
17 genes, cuja expressao foi fao util quanto o conjunto maior de 128 genes em distinguir 
metastases de tumores primarios. De maneira Importante, essa assinatura de expressao 
especifica de metastases foi enconfrada sendo apresenfada por urn pequeno subgrupo de 
tumores primarios analisados inicialmente, sugerindo que isso poderia ser usado para predizer 
tendencies metastaticas de outros grupos de tumores humanos. (B) Quando pesquisadores 
usaram a expressao caracterfstica de metastases do painel A para analisar padrbes de 
expressao genica de outros grupos de tumores primarios, eles foram capazes de separar 
pacientes portando adenocarcinomas de mamas (I) e prostata (II), bem como 
meduloblastomas (III) em dois grupos [linhas azul e vermelha) tendo marcadamente diferentes 
tempos para progressao clinica ou relapse seguindo a cirurgia inicial. Entretanto, nao foi 
possivel predizer a progressao clinica de linfomas (IV) usando caracteristicas de expressao 
especifica de metastases, o que sugere que urn conjunto comum de genes esta envolvido 
mediando metastases em tumores solidos e outros genes desconhecidos medeiam a 
progressao maligna em metastases em tumores hematopoieticos. (De S. Ramaswamy, K.N. 
Ross, E.S. Lander e T.R. Golub, Nat Genet 33:49 - 54, 2002.) 
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Figura 14.52 Similaridade genetica entre 
tumores primarios e metastases derivadas 
Arranjos de expressao genica podem ser 
usados para classificar diferentes tipos de 
tumores primarios e metastases derivadas 
de acordo com seus respectivos perfis de 
expressao genica (p. ex., veja a Figura 
14.51). Se isso e feito, o grau de 
similaridade entre pares de biopsias pode 
ser calculado usando-se metodos 
estatisticos. (A) Como visto aqui, biopsias 
de tumores primarios e linfonodos 
derivados de urn grupo de pacientes (cada 
paciente identificado por urn numero) tern 
sido colocadas em urn mapa 
bidimensional, no qual a proximidade 
indica similaridade no padrao de expressao 
de genes. Isso revela que a grande maioria 
dos tumores primarios (Prim) localiza-se 
perto das suas metastases de linfonodos 
derivadas (LNmeta), indicando similaridade 
no padrao da expressao genica. (B) 
Alternativamente, padroes de expressao 
genica podem ser usados para mapear 
relagoes entre metastases primaries e 
derivadas, em que o grau de relagao esta 
colocado em urn dendograma - isto e, as 
amostras de tumor mais intimamente 
relacionadas sao colocadas perto umas 
das outras na mesma ramificagao ou 
ramificagao vizinha. Lima vez ainda, o 
padrao de expressao genica de uma 
metastase e, quase sempre, mais 
fortemente relacionado ao tumor primario 
parental do qual ele se originou. (Cortesia 
de B. Weigelt e L.J.van't Veer.) 
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sugere que a tendencia para fazer metastase foi desenvolvida durante o curso multiplas etapas da 
progressao que culminou na formagao do tumor primario, e nao apos, por uma pequena e espe- 
cializada subpopulagao de celulas cancen'genas dentro de um tumor primario. (Se a habilidade em 
formar metastases fosse limitada a somente uma pequena minoria de celulas cancerlgenas no 
tumor primario, seu padrao de expressao genica nao influenciaria significativamente o padrao de 
expressao da populagao de celulas do tumor como um todo, e essa populagao maior nao se mani- 
festaria, entao, como uma expressao genica caracten'stica com tendmcia a metastase.) 


Uma outra analise indicou uma forte semelhanga entre o padrao de expressao de genes da 
massa de celulas em um tumor primario e aquele presente em suas metastases derivadas; isso 
e verdade para 15 pares de tumores primarios e metastases associadas (Figura 14.52). Se 
validado mais detalhadamente, isso significa que celulas de cancer no tumor primario nao 
necessitam sofrer mudangas maiores na expressao de genes com o objetivo de fazer metastase 
e colonizar locais distantes. 


A ideia de que grandes massas de celulas em certos tumores primarios sao capazes de fazer 
metastase recebe suporte adicional do fenomeno “cancer desconhecido primario” (CUP), 
que constitui cerca de 5% do total dos casos em oncologia clinica. Nesses casos, crescimentos 
metastaticos representam a primeira indicagao clmica de que um paciente esta abrigando 
cancer. Em cerca de 30% desses pacientes, tumores primarios nao sao nunca detectados, 
enquanto nos 70% remanescentes os primarios sao encontrados apenas apos a autopsia. 
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Na grande maioria desses casos CUP, tumores primaries provavelmente eram muito peque- 
nos quando come^aram a disseminar celulas metastaticas. Dada a profunda ineficiencia das 
metastases (possivelmente tao baixo quanto 10"'’ a 10'® a probabilidade de sucesso) e os pe- 
quenos tamanhos das populafoes celulares desses tumores primaries, parece plausiVel que a 
grande massa de celulas nesses primaries foram capazes de disseminar uma progenie metasta- 
tica. E, como antes, parece provavel que a evolu^ao genetica que produziu celulas tumoroge- 
nicas nesses tumores primarios simultaneamente criou popula^oes celulares, todas cujos mem- 
bros tiveram habilidade para disseminar sua progenie para locais distantes no corpo. 

Enquanto nenhum desses estudos representa uma evidencia inatacavel, eles proporcionam 
um apoio para o argumento de que celulas metastaticas sao extraldas das popula^oes gerais de 
celulas no tumor primario em vez de em subclones de celulas pequenos, especializados, gene- 
ticamente nao-representativos. Se essa linha de pensamento fosse fmalmente validada, pode- 
ria se sugerir que a razao pela qual relativamente poucas metastases macroscopicas sao forma- 
das nao nao e o fato de que existem poucas celulas dentro de tumores primarios que sao 
intrinsicamente competentes e qualificadas para fazer metastases. Alem disso, a maioria das 
celulas em certos tumores primarios pode ser favorecida com habilidade metastatica, e mui- 
tas delas poderiam viajar para locais anatomicamente distantes. Entretanto, o mimero real de 
metastases macroscopicas que sao fmalmente formadas pode ser muito limitado por ineficien- 
cias metastaticas. Algumas especula^oes sobre a evolu^ao genetica de competencia metastati¬ 
ca refor^aria mais ainda essa no^ao. 

Resultados contraries derivam, entretanto, de experiencias em camundongos nos quais se 
permitiu que tumores primarios fizessem metastases, por exemplo, para pulmoes. Como 
descrito neste capi'tulo, celulas isoladas dessas metastases pulmonares tern sido encontradas, 
em diversos locais, por terem uma maior capacidade de fazer metastases para os pulmoes do 
que grande parte das celulas no tumor primario. Tais observa^oes indicam fortemente que 
essas celulas metastaticas sao, no mmimo, marginalmente diferentes da maioria das celulas 
do tumor primario e que seus genotipos ou programas de expressao genica facilitam uma 
maior habilidade metastatica. Isso sugere, por outro lado, que essas celulas metastaticas de 
fato representam somente uma subpopula^ao minoritaria no tumor primario e que provavel¬ 
mente sao variafoes que apareceram relativamente tarde na progressao tumoral. 

Se um ou outro modelo de metastase for fmalmente validado, fica claro que as identidades 
dos genes que estao envolvidos especificamente na programa^ao metastatica sao elusivos. 
Alem disso, tern sido diflcil entender precisamente como certos genes tornam-se funcional- 
mente ativos durante os multiplos passos da cascata de invasao e metastase. Uma resolu^ao 
experimental desses problemas e confundida por complica^oes em todos os m'veis. 

1. A primeira dimensao de dificuldade deriva da complexidade do processo de invasao- 
metastase. Dados os diferentes passos que estao envolvidos nesse processo, existe um 
mimero comparavel de genes envolvidos? Ou celulas de cancer que fazem metastase 
ativam e tiram vantagem de programas de desenvolvimento latentes preexistentes (Se- 
9 ao 14.3), como transi^ao epitelial-mesenquimal (EMT), que simultaneamente conce- 
dem uma habilidade em executar multiplos passos, incluindo abertura da membrana 
basal, invasao do estroma, intravasa^ao e extravasa^ao (Barra lateral 14.12)? 

2. Analises experimentais sao complicadas pelas ineficiencias dos processes metastaticos 
quando comparadas com outros passos na patogenese do tumor. Mesmo quando celu¬ 
las de cancer significativamente adquirem genotipo e fenotipo, permitindo metastases, 
elas seguem em fazer metastase com extraordinaria baixa eficiencia. Tal conexao fraca 
entre genotipo e fenotipo mensuravel dificulta a maioria das estrategias experimentais 
atualmente dispomVeis. 

3. Uma outra complexidade surge da aparente colabora^ao entre fatores geneticos e epige- 
neticos em criar uma caracten'stica metastatica. Lembre, por exemplo, que em certos 
modelos experimentais de cancer, a transi^ao epitelial-mesenquimal (EMT) e alcan^a- 
da quando celulas transformadas ras sao expostas aTGF-P (Se^ao 14.4). Essa transi^ao. 


Barra lateral 14.12 A cascata invasao- 
metastase precisa ser reconfigurada? A 
cascata invasao-metastase e freqiiente- 
mente descrita como uma sucessao de 
seis passos distintos (invasividade locali- 
zada, intravasa^ao, transloca^ao, extra- 
vasao, forma^ao de micrometastases e co- 
loniza 9 ao; veja a Figura 14.4). Esse es- 
quema poderia implicar que celulas de 
cancer precisariam adquirir habilidade 
para executar cada um desses passos por 
meio de um mimero comparavel de al- 
tera^oes geneticas e epigeneticas de seus 
genomas. Entretanto, formas pleiotropi- 
cas de fatores de transcri^ao que indu- 
zem EMT (TFs) e evidencias reunidas 
da evolu^ao genetica de micrometasta¬ 
ses (veja, por exemplo, a Barra lateral 
14.4) logo poderiam transformar a des- 
cri^ao da cascata invasao-metastase. Em 
muitos tumores, um processo de tr& pas¬ 
sos poderia ser uma descri^ao muito mais 
apropriada. O primeiropasso poderia en- 
volver a ativa^ao da expressao de um ou 
mais desses TFs e a concomitante aqui- 
si^ao da habilidade para invadir, intra- 
vasar, translocar para um local distan- 
te, extravasar e formar micrometasta¬ 
ses. Entao, muitos tumores primarios 
(p. ex., 30% de canceres de mama hu- 
manos) poderiam ser capazes de disse¬ 
minar micrometastases mesmo quan¬ 
do sao bastante pequenos, porque a 
grande maioria das celulas nesses tumo¬ 
res expressam um ou mais TFs induto- 
res de EMT. O segundo passo poderia en- 
volver aquisi^ao de habilidade de colo- 
niza 9 ao, que poderia ser executada ape- 
nas por raras micrometastases, freqiien- 
temente anos apds serem disseminadas 
em varios locais do corpo. O terceiropasso 
poderia ocorrer quando cada microme- 
tastase, agora crescendo em macrome- 
tastase, espalha no corpo celulas metas¬ 
taticas que sao capazes de colonizar, ge- 
rando recidiva ch'nica com doen^a me¬ 
tastatica, largamente disseminada. 
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que poderia operar em muitos carcinomas humanos facilitando suas invasividades, pode 
ser disparada por sinais especi'ficos de celulas geneticamente alteradas encontradas em 
alguns microambientes teciduais. Ainda, nesses casos, invasao e subseqiiente metastase 
podem ser bem-retratadas como caracten'sticas geneticamente modeladas e, por essa 
razao, nao sao facilmente estudadas por tecnicas experimental em geral usadas. 

4. Em muitos tumores, genes e proteinas que participam diretamente de programar inva¬ 
sao e metastase podem ser expressados apenas no limite invasivo de tumores primaries 
(veja a Figura 14.19), e as celulas de cancer nessas margens invasivas podem representar 
apenas uma pequena fra^ao de popula 96 es de celulas neoplasicas nesses tumores. Isso 
complica enormemente experimentos plane) ados para mostrar bases bioqui'micas e ge- 
neticas de invasividade e habilidade metastatica, os quais com freqiiencia contam com 
a analise de massas de popula^oes de celulas de cancer preparadas a partir de grandes 
pedafos de tumores retirados cirurgicamente. 

5. Carcinomas constituem a classe mais comum de canceres humanos, e as celulas 
epiteliais neoplasicas dentro desses tumores podem necessitar passar por EMT com 
o objetivo de tornarem-se invasivas e metastaticas. Entretanto, se celulas de carci¬ 
noma invasivas passam atraves de uma EMT completa e abrigam todas as caracte- 
risticas epiteliais, elas se tornam os proverbiais “lobos em pele de cordeiro”, uma 
vez que muitas analises histologicas usadas comumente nao permitem distinguir 
essas celulas de celulas mesenquimais nao-neoplasicas do estroma associado ao tu¬ 
mor. (De fato, essa dificuldade explica por que muitos patologistas de tumor ne- 
gam a verdadeira existencia de EMT como processo-chave no desenvolvimento de 
invasividade de carcinomas.) 

6 . Dormencia metastatica cria um outro problema experimental. No caso de canceres de 
mama, por exemplo, metastases podem repentinamente aparecer ate 20 anos depois 
que o tumor primario inicial foi removido. Por causa desse longo pen'odo de latencia e 
um mimero absoluto de micrometastases carregadas por varios pacientes, tern sido di- 
flcil de aprender como apenas um pequeno mimero delas, repentinamente, adquire a 
habilidade de crescer rapidamente e tornar-se macroscopica, tumores amea^adores da 
vida. 

Essas dificuldades experimentais tern retardado muito o progresso da pesquisa sobre invasao- 
metastase, deixando ainda muitas questoes fundamentais nao-respondidas. Por exemplo, real- 
mente existem genes que sao especializados em transmitir um fenotipo invasivo ou metasta- 
tico para celulas de cancer? E, na mesma linha, existem genes supressores especializados em 
metatases (Se 9 ao 14.11) que necessitam ser inativados antes que a popula^ao de celulas tu- 
morais possa adquirir habilidades invasivas e/ou metastaticas? Ou genes e protemas que afe- 
tam metastases operam como componentes de circuitos regulatorios que temos encontrado 
repetidamente neste livro, chamados circuitos governados por produtos de oncogenes e ge¬ 
nes supressores tumorais? 

Os tropismos de tecidos de celulas de cancer em metastase — suas tendencias em colonizar 
alguns orgaos, mas nao outros — representam uma outra classe de problemas sem solu 9 ao. 
Alguns discernimentos tern sido conquistados a partir de avan^os substanciais do entendi- 
mento de mecanismos detalhados de metastases osteotropicas, como descrito na Se^ao 14.10. 
Entretanto, essa classe de metastases representa uma rara exce^ao, na qual, em geral, nao se 
sabe quase nada sobre as intera^oes funcionalmente importantes de celulas de cancer disse- 
minadas com outros tecidos nos quais se fixam e colonizam. Este e o princlpio para mudar 
(Barra lateral 14.13). 

A existencia de micrometastases representa o principal desafio para clmicos que gosta- 
riam de impedir recidiva da doen^a anos depois que o tumor primario tenha sido elimi- 
nado. Micrometastases menores de 0,2 mm de diametro poderiam carregar de varias 
centenas a milhares de celulas, e sua detec^ao em um organismo carregando cerca de 5 x 
10'^ celulas representa uma tarefa assustadora. Sem erradica 9 ao, essas micrometastases 
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Barra lateral 14.13 Alguns genes expresses dentro de celulas tumorais 
facilitam tipos especi'ficos de metastases Uma estrategia para descobrir 
genes e proteinas responsaveis por tropismos especificos de orgaos en- 
volve o isolamento de celulas tumorais que mostram preferencia por 
colonizar um orgao-alvo, mas nao outro. Resgatando celulas metastati- 
cas resultantes de um dado orgao, propagando-as in vitro e reinjetan- 
do-as no camundongo hospedeiro, seguindo, uma vez mais, o isola¬ 
mento de celulas metastaticas desse orgao, e possivel selecionar clones 
de celulas de cancer que expressam estavelmente um alto tropismo es- 
pecifico por esse orgao. 

De maneira alternativa, clones de cdulas linicas (i. e., cada popula- 
^ao de celula clonal descende de uma celula isolada) podem ser prepa¬ 
rados de uma popula 9 ao heterogenea de celulas presentes em uma li- 


nhagem de celulas de cancer Humana. O perfil da expressao gencica de 
cada um pode ser analisado, e, independentemente, sua tendencia em 
formar metastase em um ou outro orgao-alvo pode ser determinada. 
Isso pode levar a identifica 9 ao de certos genes cuja expressao em uma 
celula de cancer esta correlacionada com tropismo metastatico daquela 
celula e poderia ate contribuir naturalmente para seu comportamento 
(Figura 14.53). De fato, a expressao ectopica de um grupo de tais genes 
em popula 96 es de celulas clonais que de outro modo seriam pouco 
metastaticas pode induzir essas celulas a exibir potentes metastases os- 
teotropicas. Tais experimentos tambem indicam que, dentro de uma 
popula^ao de celulas heterogeneas de tumor, varios padroes de expres¬ 
sao de genes preexistentes podem influenciar celulas individuals a exi¬ 
bir uma variedade de comportamentos metastaticos. 
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Figura 14.53 Padroes de expressao genica e tropismo 
metastatico Trinta e tres celulas unicas foram coletadas de uma 
grande populacao de celulas humanas MDA-MB-231 (veja a 
Figura 14.49), e cada uma foi expandida em uma populacao 
clonal em cultura. 0 padrao de expressao de mRNA de cada 
subclone foi analisado {colunas, ordenadas da esquerda para a 
direita) usando-se sondas para mRNAs de uma serie de cinco 
genes - IL11 (interleucina-11), OPN (osteopontina), CTGF (fator de 
crescimento de tecido conetivo), CXCR4 (receptor 4 de 
quimiocina) e MMPI (metaloproteinase 1 de matriz) - e um sexto 
mRNA como controle GAPDH (gliceraldeido-3- fosfato 
desidrogenase). Alem disso, o padrao de expressao da populacao 
de celulas tumorais original (ATCC, coluna da esquerda) e uma 
populacao de celulas de cancer subclonada chamada 2287 (que 
foi selecionada por sua habilidade de gerar metastases 
osteollticas; segunda coluna) foram analisados. Os cinco genes 
experimentais foram escolhidos pela sua superexpressao em 
celulas metastaticas osteotropicas e suas propriedades biologicas 


conhecidas em promover metastases osteollticas. Como visto 
aqui, celulas do clone 2 (ca/xa vermelha), quando injetadas na 
circulacao arterial, mostraram uma tendencia a produzir 
metastases osteotropicas, como indicado por uma imagem in vivo 
de tumores desenvolvidos por estes camundongos; essas celulas 
expressaram altos niveis de todos os cinco mRNAs experimentais. 
Celulas do clone 3 [caixa amarela), ao contrario, expressaram baixos 
niveis de todos os cinco mRNAs e preferencialmente formaram 
metastases no pulmao. E genes do clone 26 (ca/xa amarela), que 
expressaram quase nada desses mRNAs, nao formaram metastases. 
Entretanto, quando diferentes celulas pouco metastaticas foram 
forgadas a expressar combinagoes de fres desses genes, elas 
adquiriram a habilidade de formar eficienfemenfe metastases em 
ossos {nao-mostrado), apontando para seu papel causal na 
formacao dessas metastases. Metastases foram visualizadas pela 
presenca do gene da luciferase em celulas do tumor, que faz com 
essas celulas liberem sinais bioluminescentes. (De Y Kang, RM. 
Siegel, W. Shu et al.. Cancer Cell 3:537-549, 2003.) 
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representam uma amea^a em curso, pois algumas delas podem irromper, em um future 
imprevisivel, em um crescimento letal. 

Esse assunto leva diretamente a outro: as terapias usadas para tratar tumores primaries po¬ 
dem tambem ser usadas para tratar suas metastases derivadas? Ou as celulas metastaticas sao 
tao diferentes de seus progenitores no tumor primario que precisam de suas proprias terapias? 
De fato, a analise do arranjo de expressao indicando substancial similaridade entre o perfil de 
expressao genica do tumor primario e seu desdobramento (veja a Figura 14.52) fornece alguma 
esperan^a. Foi observados que tais similaridades tornaram plausi'vel que celulas metastaticas 
freqiientemente responderao a algumas terapias que tiveram sucesso em atacar e destruir 
tumores primaries dos quais derivaram. 

Um profundo entendimento desses processes que levam a forma 9 ao de metastases e, com certeza, 
cn'tico para o desenvolvimento future de curas para o cancer. Pelo momento, entretanto, as ques- 
toes e assumes nao-resolvidos listados anteriormente nos dao uma pausa, pois mostram o quao 
pouco se sabe sobre os detalhes da cascata metastatica e por que, aos olhos de muitos, invasao e 
metastase representam o principal desafio remanescente da pesquisa basica de cancer. 

Por fim, voltamos para o comedo deste capi'tulo: se, como mostram mais e mais as evidencias 
experimentais, a transi^ao epitelial-mesenquimal e um evento cn'tico na aquisi^ao de invasi- 
vidade, e se celulas de cancer ressuscitam fatores de transcri^ao embrionarios para adquirir 
essas caracterlsticas, entao o enunciado de Lewis Wolpert poderia requerer revisao, na qual 
gastrula^ao e EMT associadas poderiam ser consideradas alguns dos eventos mais perigosos 
em nossas vidas! 


Conceitos-chave 

• Invasao e metastase sao responsaveis por 90% de mortalidade associada a cancer, e a 
maioria das celulas de cancer no momento da morte poderia freqiientemente ser encon- 
trada em metastase em vez de como tumor primario. 

• A cascata invasao-metastase envolve invasao local, intravasa^ao, transporte, extravasa^ao, 
forma^ao de micrometastases e coloniza^ao. 

• A seqiiencia de passos nessa cascata e completada apenas com pouca freqiiencia, resultan- 
do em ineficienda metastatica. A minima eficiencia desses passos parece ser a coloniza^ao. 

• Muitos desses passos podem ser executados por celulas de carcinoma que ativam o programa 
de biologia celular chamado de transifao epitelial-mesenquimal (EMT), que e normalmente 
usada por celulas em embriogenese inicial e durante a cicatriza^ao de feridas. 

• EMT pode ser programada por fatores de transcri 9 ao que agem pleiotropicamente que 
em geral estao envolvidos em varios passos da embriogenese inicial. 

• Sinais liberados pelo microambiente estromal de uma celula cancerosa, operando junto 
com altera^oes geneticas e epigeneticas do genoma de celulas de cancer, sao freqiiente- 
mente responsaveis pela indu^ao da expressao de fatores de transcri^ao indutores de EMT 
nas celulas de cancer e, assim, sao responsaveis tambem pela indu^ao da EMT. 

• EMT envolve perda de um programa de expressao de genes da celula epitelial e aquisi^ao 
da expressao de genes mesenquimais. Os liltimos permitem a celula a adquirir invasivida- 
de e mobilidade. 

• Mobilidade celular e regulada por uma serie de pequenas proteinas G da familia Rho que 
sao ativadas por vias de sinais de transdu^ao citoplasmatica e controle da montagem do 
citoesqueleto de actina. 

• Invasividade celular e controlada em grande parte por varias metaloproteinases (MMPs) 
que funcionam degradando componentes da matriz extracelular. Essas enzimas sao fre- 
qiientemente produzidas por celulas dentro do estroma associado ao tumor. 

• Celulas de cancer metastaticas podem viajar pelos ductos da linfa ate os nodulos. Entre¬ 
tanto, seu espalhamento via circula^ao do sangue e responsavel pela grande maioria de 
metastases distantes. 
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• Muitas celulas de cancer que sao carregadas na circula^ao formam microtrombos alojados 
nas arterfolas e capilares de varies tecidos. 

• A habilidade de celulas de cancer em extravasar pode depender muito das mesmas ativi- 
dades que foram usadas inicialmente para executar invasividade e intravasa^ao. 

• Enquanto a grande maioria dos passes iniciais da cascata invasao-metastase sao provavel- 
mente similares em varies tipos de tumores humanos, o ultimo passe — coloniza^ao — 
provavelmente depende de intera 96 es complexas entre varies tipos de celulas em metasta- 
se e microambientes do tecido hospedeiro no qual elas chegaram. 

• Os detalhes da coloniza 9 ao sao bem-entendidos apenas no contexto de metastase osteo- 
tropica, especialmente metastases osteolfticas iniciadas por celulas de cancer de mama. 

• Em alguns cases, tropismos metastaticos de celulas de cancer podem ser explicados pela 
organiza^ao da circula^ao entre o local do tumor primario e o sftio-alvo da metastase. 
Entretanto, em muitos outros casos, as razoes pelas quais celulas de cancer fazem metas¬ 
tase de tumores primaries para certos orgaos-alvo sao pouco entendidas. 

• A aquisi^ao de formas invasivas e metastaticas parece nao envolver mudan^as importantes 
no genotipo de celulas de cancer dentro do tumor primario. 


Questoes elaboradas 


1. Quais argumentos podem ser reunidos contra ou a favor da 
ideia de que invasao e metastase sao provavelmente orquestra- 
das por alelos mutantes especificos que sao adquiridos por ce¬ 
lulas de cancer tarde na progressao tumoral? 

2. Que explicafoes podem ser propostas para a ineficiencia da co- 
lonizaQo pelas celulas dentro de micrometastases? 

3. Quais argumentos sugerem que a habilidade em fazer metasta¬ 
se e expressa ou pela massa de celulas de cancer no tumor pri¬ 
mario ou apenas pela minoria de celulas que sao especializadas 
em faze-la? 

4. Que evidencia sugere que a evolufao genetica e epigenetica de 
celulas de cancer pode ocorrer em locals dentro do corpo que 
ha muito foram removidos do tumor primario? 

5. Que tipos especificos de suporte fisiologico poderiam ser for- 
necidos por tecidos que estao freqiientemente em locals de me¬ 


tastases de celulas de cancer bem-sucedidas? De que maneira 
esses suportes afetam o sucesso final do procedimento de colo- 
niza^ao? 

6 . Como tumores primarios poderiam exibir formas metastaticas 
tao logo eles tenham se formado? 

7. Como a habilidade de impedir metastases tern efeitos demons- 
traveis no curso cllnico de alguns tumores humanos, mas nao 
em outros? 

8 . Que evidencias apoiam o envolvimento da EMT em patogene- 
se de tumores humanos e que evidencias apontam contra a 
EMT? 

9. Como poderia a habilidade de determinar exatamente o prog- 
nostico de um tumor de prostata ou de mama diagnosticado 
levar a mudan 9 as dramaticas na pratica da cllnica oncologica? 
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Capitulo 15 


Controle Populacional: 
Imunologia Tumoral 
e Imunoterapia 


“Nao e totalmente inconcebi'vel que pequenos acumulos de celulas tumorais 
possam se desenvolver e, por causa da presen^a de novas potencialidades anti- 
genicas, provoquem uma resposta imune eferiva com a regressao do tumor e 
nenhum sinal cli'nico da sua existencia.” 

Macfarlane Burnet, imunologista, 1957 


E ste capi'tulo apresenta uma visao de como as defesas do hospedeiro sao ativadas durante o 
crescimento tumoral. Muitos dos mecanismos de defesa sao inerentes as celulas, fa- 
zendo parte de um circuito fmamente controlado. Dentre os varios mecanismos, o mais 
importante envolve a ativa^ao de vias apoptoticas responsaveis pela morte de celulas que 
apresentam defeitos estruturais e/ou fisiologicos. Ademais, o circuito pRb e o sistema de 
reparo de DNA sao igualmente relevantes para a elimina^ao de celulas tumorais inci- 
pientes. 

A organiza 9 ao tecidual tambem constitui um determinante para a prolifera 9 ao celular nas 
bases precoces do desenvolvimento tumoral. Por exemplo, celulas epiteliais normals que per- 
dem a liga 9 ao a membrana basal, ativam uma forma apoptotica denominada anoikis (perda 
de adesao). Esse mecanismo limita a capacidade de tais celulas de proliferarem em si'tios 
ectopicos (i. e., anormais). Da mesma forma, aspectos particulares das celulas-tronco e seu 
genoma (Se^ao 12.3) tambem reduzem a probabilidade de celulas tumorais se estabelecerem 
em um dado tecido. 
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Em adi^ao a esses mecanismos celula e tecido-especi'ficos, os mami'feros ainda possuem 
uma outra linha de defesa importante - o sistema imune. Esse sistema e altamente espe- 
cializado na detec^ao e elimina^ao de agentes infecciosos, incluindo virus, bacterias e 
fungos. Uma das maiores questoes estudadas na ultima metade do seculo passado e de 
como 0 sistema imune tambem poderia ser capaz de fazer o reconhecimento e de elimi- 
nar celulas tumorais. 

De fato, existem diversas evidencias indicando que o sistema imune pode contribuir 
muito para as defesas contra o cancer. As dificuldades associadas a esse tipo de defesa 
parecem obvias: o sistema imune e organizado de forma a reconhecer e eliminar agentes 
estranhos ao organismo, sem, no entanto, interferir em componentes do hospedeiro. 
Entretanto, as celulas tumorais sao nativas ao organismo e, em muitos casos, indistingui- 
veis das celulas normals. Assim, resta a duvida de como essas celulas seriam reconhecidas 
como estranhas pelo sistema imune, tornando-se alvos dos mecanismos de defesa do 
organismo. Essa e outras questoes relacionadas serao extensivamente discutidas ao longo 
deste capltulo. 

O campo da imunologia tumoral, mais do que qualquer outra area de estudo do cancer, 
ainda permanece com muitos conceitos basicos a serem defmidos. Conseqiientemente, mui- 
tas das observances e conclusoes apresentadas neste capltulo tern um carater didatico e estao, 
sem duvida, sujeitas a alteranoes em um future proximo. No entanto, esta area da biologia do 
cancer nao pode ser desconsiderada, uma vez que representa uma grande promessa para a 
melhor compreensao dos mecanismos envolvidos nas neoplasias e para o desenvolvimento de 
novas estrategias terapeuticas. 

Pesquisas realizadas com mami'feros nas tres ultimas decadas revelaram que o sistema imune 
apresenta uma grande complexidade de a^oes. Antes de iniciar as consideranoes acerca das 
fun^oes antitumorais do sistema imune, torna-se necessario fazer uma revisao das funfoes 
gerais do sistema imune. Uma compreensao dos mecanismos de a^ao, ainda que superficial- 
mente, e um pre-requisito para responder as tres principals questoes levantadas neste capltu¬ 
lo. Primeiramente, quais mecanismos celulares e moleculares permitem que o sistema imune 
seja capaz de reconhecer e atacar celulas tumorais? Segundo, seriam de fato esses mecanismos 
eficazes na prevennao do aparecimento de tumores? E, finalmente, como o sistema imune 
poderia ser mobilizado e/ou ativado em situanoes cllnicas nas quais o tumor ja se encontra 
formado? (Uma introdu^ao sobre imunologia sera apresentada entre as se 96 es 15.1 e 15.6; 
uma revisao sera apresentada na Figura 15.14.) 

15.1 O sistema imune funciona de maneiras complexas para 

destruir agentes estranhos invasores e cdulas anormais nos 
tecidos do corpo 

O sistema imune apresenta uma serie de mecanismos responsaveis pela elimina^ao de agentes 
infecciosos ou celulas do organismo que estejam infectadas. A ativa^ao desses mecanismos 
esta relacionada ao reconhecimento de antlgenos. O sistema imune e ativado a fim de neu- 
tralizar ou destruir agentes infecciosos (celulas bacterianas e fungicas ou partlculas virais), 
bem como celulas infectadas que apresentam esses antlgenos. Em rela^ao as defesas imunes 
contra o cancer, acredita-se que mecanismos semelhantes aqueles ativados no combate aos 
processos infecciosos sejam estimulados. 

Dentre as estrategias de defesa mais conhecidas esta a resposta imune humoral — a parte 
do sistema imune que gera anticorpos soliiveis capazes de reconhecer e ligar antlgenos 
de forma especlfica (Figura 15.1). Assim, partlculas virais ou bacterias que apresentam 
antlgenos de superflcie podem ser rapidamente neutralizadas pela liga^ao a anticorpos 
(Figura 15.2). Similarmente, uma celula infectada pode apresentar em sua superflcie 
antlgenos produzidos pelo agente da infec^ao, tornando-se tambem alvo de liga^ao para 
os anticorpos. Uma vez que uma celula infectada ou um agente infeccioso sao ligados a 
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Figura 15.1 Estrutura das moleculas de antioorpo e sua ligagao a antigenos A molecula de 
anticorpo mais abundante no plasma e a imunoglobulina y (IgG). (A) Cristalografia de raios X de 
uma molecula de IgG revela a simetria que permite que dols dominios de ligagao a antigenos 
{acima, a esquerda; acima, a direita) se llguem a duas moleculas de antigeno slmultaneamente. (B) 
As moleculas de IgG sao divididas em duas regloes funcionais. Uma regiao tern a finalidade de 
reconhecer e ligar as moleculas de antigeno. Uma vez que as moleculas de IgG no plasma podem 
reconhecer urn numero essenclalmente lllmitado de antigenos, elas tern uma diversidade 
comparavel de estruturas em suas porgoes de ligagao ao antigeno, as quais sao chamadas de 
seus dominios variaveis (vermelho), para reconhecer essa diversidade. 0 restante da molecula de 
IgG e chamado de regiao constante {azul) e e invariavel dentre todas as moleculas de IgG de uma 
determinada subclasse - por exempio, todas as moleculas IgGI. Uma molecula de IgG como urn 
todo e urn heterotetramero composto por duas cadeias leves (L) e duas cadeias pesadas (FI). Dols 
bolsos separados de reconhecimento e de ligagao ao antigeno sao expresses {acima, a esquerda: 
acima, a direita) cada urn composto por urn dominio N-terminal de uma cadeia L e de uma cadeia 
FI {formas concavas). (C) A estrutura detalhada de urn complexo antigeno-anticorpo e vista aqui 
neste modelo molecular espacial no qual os dominios de ligagao do anticorpo da cadeia pesada 
{vioieta) e da cadeia leve {amareio) sao observados fazendo contato com a molecula antigenica - 
neste caso, a molecula lisozima da clara de ovo {azul-ciaro). Apenas as partes das regloes variaveis 
das cadeias pesada e leve sao mostradas aqui. (Urn residue de glutamina, vermelho, e indicado 
como importante para a ligagao mediada pelo hidrogenio do antigeno a molecula de anticorpo.) 
(Extraida de C.A. Janeway Jr. et al., Immunobioloy, 6th Ed., New York: Garland Science, 2005).* 
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um anticorpo, podem ser reconhecidos, fagocitados e destrufdos por celulas competen- 
tes, como macrofagos. Podem ainda ser eliminados por celulas citototoxicas, como as 
cdulas matadoras naturais (NK) (Figura 15.3). Deve-se destacar que as celulas imunes 



V_A_A_A_X V_A_A_A_ 

{A) anticorpo previne a adsorgao viral (B) anticorpo previne a aderencia bacteriana 


Figura 15.2 Neutralizagao por moleculas de 
anticorpo (A) Particulas virais {vermelho) 
podem se tornar marcadas por moleculas 
de anticorpo {azul) produzidas pelo sistema 
imune do hospedeiro infectado. Essa 
ligagao neutraliza (inativa) a infectividade 
das particulas por bloquear a sua adsorgao 
as celulas do hospedeiro. (B) Similarmente, 
uma bacteria expressando certos antigenos 
de superficie {vermelho) pode tambem ser 
impedida de aderir as celulas do 
hospedeiro pela ligagao a moleculas de 
anticorpo. 


* Publicado, em portugues, pela Artmed Editora, com o titulo Imunobiologia: O Sistema Imune 
na Saiide e na Doenga, em 2006. 


























658 / CAPfTULO 15 CONTROLE POPULACIONAL: ImUNOLOGIA TuMORAL E ImUNOTERAPIA 


(A) 


receptores Fc 





celula de mamiferos marcada 



J 1 




lise da celula marcada 



Figura 15.3 Marcagao de patogenos por moleculas de anticorpo e sua eliminagao por celulas 
efetoras do sistema imune A marcagao de virus, bacterlas e celulas de mamiferos por 
moleculas de anticorpo e frequentemente urn sinal para que elas sejam fagocitadas 
(englobadas) ou destruidas pelas celulas citotoxicas do sistema imune. (A) A llgagao de uma 
bacteria {vermelho) por moleculas de anticorpo {amarelo) pode induzir urn macrofago a utillzar 
receptores especializados sobre sua superficle, chamados de receptores Fc (verde), para 
reconhecer e llgar as regloes constantes das moleculas de anticorpo (as quals nao estao 
envolvldas no reconheclmento de antigenos; veja a Figura 15.1). Isso frequentemente resulta 
na fagocitose da bacteria ligada ao anticorpo e sua eventual destruigao nos lisossomos dentro 
do citoplasma do macrbfago. (B) Uma celula de mamiferos (cinza) se torna marcada por 
moleculas de anticorpo [azu!) que reconhecem e Ilgam antigenos {vermelho) sobre sua 
superficle. Urn tipo de linfbcito chamado de celula matadora natural (NK) usa, entao, seus 
receptores Fc de superficle {verde) para llgar as regloes constantes das moleculas de 
anticorpo. Essa llgagao resulta na inativagao das celulas matadoras naturals, as quals iniciam a 
destruigao da celula-alvo, utilizando granulos citotbxicos {pantos violeta) cujos conteudos sao 
injetados nas celulas-alvo para tal fim. (C) Hemacias de ovelha foram tratadas com urn 
anticorpo que reconhece urn antigeno expresso na sua superficle. Como observado nesta 
micrografia eletronica de varredura, urn grande numero delas foi absorvida por urn macrbfago 
por meio de receptores Fc de sua superficle. (A e B extraidas de C.A. Janeway Jr. et al., 
Immunobiology, 6th Ed., New York: Garland Science, 2005; C obtido de J. Swanson, 
Universidade de Michigan.) 



nao possuem, per se, a capacidade de reconhecer antigenos especi'ficos em agentes estra- 
nhos ao organismo. Assim, os anticorpos ligados a antigenos na superficle de virus, bac- 
terias ou celulas do hospedeiro e que sinalizam as celulas do sistema imune acerca de 
quais alvos devem ser destrui'dos. 

Outra parte fundamental do sistema imune envolve a resposta imune celular. Esse tipo de 
resposta e ativado quando celulas citotoxicas especializadas sao desenvolvidas, adquirindo a 
capacidade de reconhecer e atacar outras celulas que apresentam antigenos em sua superficle. 
Nesse caso, anticorpos soliiveis nao sao necessaries como intermediaries do processo, ja que 
celulas citotoxicas da linhagem linfocitaria T (CTLs) apresentam mecanismos proprios de 
reconheclmento antigenico na forma de receptores de celulas T (TCRs). Esses receptores sao 
responsaveis pela identificagao de celulas que apresentam antigenos especificos tornando-as 
alvos de linfocitos T citotbxicos (Figura 15.4). 
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O sistema imune tambem pode ser ilustrado de uma outra forma: muitas das respostas imu- 
nologicas a um agente infeccioso (p. ex., uma cepa espedfica de um virus) e seus anti'genos 
dependem de um contato previo com tal agente. O sistema imune possui a capacidade de 
reconhecer certos anti'genos apresentados por agentes infecciosos, formando mecanismos de 
defesa que serao ativados na eminencia de uma nova exposigao a esses anti'genos; essa e a base 
da resposta imune adaptativa. Ao mesmo tempo, outros componentes celulares do sistema 
imune sao naturalmente habilitados ao reconhecimento de certos agentes infecciosos ou ce- 
lulas anormais, sem que haja a necessidade de uma exposigao previa e de mecanismos adap- 
tativos. Essa propriedade esta relacionada aos mecanismos da resposta imune inata. Por 
exemplo, as celulas matadoras naturais (NK), citadas anteriormente, sao capazes de reconhe¬ 
cer moleculas de superffcie especi'ficas expressas por celulas com padroes anormais, mesmo 
sem ter havido um contato previo. 


15.2 A resposta imune adaptativa leva a produ^ao de anticorpos 


As respostas imunes adaptativas sao iniciadas quando parriculas infecciosas ou celulas anor¬ 
mais sao fagocitadas por celulas especializadas do sistema imunologico, notavelmente por 
macrofagos de celulas dendn'ticas (DCs) (Figura 15.5). Apos a ingestao total ou de fragmen- 
tos, as celulas fagoci'ticas sao encarregadas de apresentar o conteudo englobado a outros com¬ 
ponentes do sistema imune. Mais especificamente, essas celulas devem informar ao sistema 
imune acerca do conjunto de anti'genos que estejam associados as parti'culas ingeridas. Esse 
processo ocorre nos linfonodos, para os quais essas celulas migram apos a fagocitose. (Como 
discutido em maiores detalhes a seguir, esses anti'genos sao apresentados, dentro dos linfono¬ 
dos, a varios tipos de celulas T.) 

Para que ocorram as adaptagoes necessarias ao sistema imune, essas celulas apresentadoras 
de anti'geno (APCs) inicialmente digerem as parti'culas que foram fagocitadas (ou seja, inge¬ 
ridas depois de englobadas) ou que sofreram endocitose (i. e., que foram ligadas por recepto- 
res de superffcie e entao internalizadas). Essa digestao, a qual normalmente e realizada por 
vesfculas citoplasmaticas especializadas, converte as protemas internalizadas em pequenos 
oligopeptfdeos contendo 18 a 22 aminoacidos. Os oligopeptfdeos sao entao expostos ao 
complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de classe II (Figura 15.6). Mais especifi¬ 
camente, os fragmentos oligopepti'dicos se ligam a domfnios apresentadores de antfgeno es- 


(A) receptores de celulas T 



celulas T citotoxicas (CTLs) 


Figura 15.4 Linfocitos-T citotoxicos 0 
componente celular da resposta Imune 
resulta na formagao de celulas citotoxicas, 
como celulas T citotoxicas (T^’s, CTLs) que 
sao capazes de reconhecer e matar outras 
celulas que expressam certos antigenos 
sobre sua superffcie. (A) CTLs desenvolvem 
moleculas semelhantes a anticorpos sobre 
sua superffcie chamadas de receptores de 
celulas T (TCRs). Uma varledade de TCRs 
sao originados durante o desenvolvimento 
do sistema imune, em paralelo ao 
desenvolvimento de um vasto repertorio de 
anticorpos soluveis. Cada CTL expressa um 
TCR de reconhecimento ao antigeno 
particular. (B) imagem de um CTL {acima, a 
direita, ispainel) que utiiizou seu TCR para 
0 reconhecimento e a ligagao de uma 
celula-alvo {diagonalmente abaixo, para a 
esquerda). Os granules citotoxicos contidos 
neste CTL {ponto vermelho) comegam em 
poucos minutos a migrar em diregao ao 
ponto de contato com a celula-alvo. Em 40 
minutos, os conteudos desses granules 
(como as granzimas; veja a Segao 9.14) 
sao introduzidos na celula-alvo, a qual ja 
entrou em apoptose e comegou a degradar. 
(Extraida de C.A. Janeway Jr. et al., 
Immunobioloy, 6th Ed., New York: Garland 
Science, 2005.) 
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captagao do antigeno 
pelas celulas de 
Langerhans da pele 


as celulas de Langerhans 
deixam a pele e entram 
no sistema linfalico 


as celulas de Langerhans 
entram no linfonodo para se 
tornarem celulas dendriticas 
expressando B7 


celulas dendriticas B7 
positivas estimulam 
celulas T nao-ativadas 


FIgura 15.5 Apresentagao de antigenos por celulas dendriticas 0 sistema imune percebe os 
agentes infecciosos e seus antigenos por meio das agoes das celulas apresentadoras de antigeno 
(APCs), notavelmente celulas dendriticas. (A) llustragao de celulas fagociticas especializadas (I. e., 
celulas de Langerhans, amarelo) residentes na pele, as quais ingerem os antigenos {pantos 
vermelhos) por fagocitose, migrando para os linfonodos {azul-claro), nos quais ocorre a maturagao 
para celulas dendriticas. Nos linfonodos, essas celulas confrontam as celulas T {drculos azul- 
escuro) para as quais sao apresentados os antigenos; isso resulta na ativagao funcional de celulas 
T e na ativagao subsequente de uma resposta imune especifica contra as celulas e os virus que 
expressam esses antigenos. (B) As celulas dendriticas tern esse nome em alusao aos varies 
“bragos” que sao derivados do corpo celular. (Extraida de C.A. Janeway Jr. et al.. Immunobiology, 
6th Ed., New York: Garland Science, 2005.) 



pecializados (Figura 15.7A) de moleculas MHC de classe II. (Em humanos, as moleculas 
MHC sao freqiientemente chamadas de HLA — antigenos de leucocitos humanos mas o 
termo MHC sera utilizado de forma geral para fazer referenda a todas as moleculas dessa 
classe, tanto de humanos quanto de roedores.) 

As moleculas MHC de classe II funcionam com sinalizadores especializados que definem o 
que e estranho ao organismo, por meio de mecanismos que envolvem os antigenos oligopep- 
ti'dicos capturados pelas celulas APCs e algumas celulas do sistema imune, em especial a 
classe de linfocitos chamados de celulas T auxiliares (celulas-Tj^), normalmente referidas 




Figura 15.6 Processamento de antigenos por celulas apresentadoras 
de antigeno Depois da fagocitose, notavelmente celulas dendriticas e 
macrofagos apresentam particulas antigenicas potenciais 
internalizadas {bastonetes vermelhos), as quais sao fragmentadas em 
oligopeptideos (pantos vermelhos) por proteolise. Os oligopeptideos 
resultantes sao entao transportados para as moleculas MFIC de classe 


II no reticulo endoplasmatico, as quais se movem para a superficie 
celular, permitindo que as moleculas MFIC de classe II apresentem os 
fragmentos de oligopeptideos para as celulas T nos linfonodos. 
(Extraida de C.A. Janeway Jr. et al., Immunobioloy, 6th Ed., New York: 
Garland Science, 2005.) 
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antigeno oligopeptidico 


Figura 15,7 Apresentagao de antigenos por moleculas MFIC (A) A 
estrutura de urn sitio de apresentagao de antigenos de uma 
molecula MFIC de classe II e apresentada por cristalografia de raios 
X. 0 antigeno oligopeptidico {figura em bastao, colorida) que esta 
ligado atraves de pontes de hidrogenio a “palma" da molecula MFIC 
(diagrama em fita) e mostrado com a porgao N-terminal a esquerda 
e a C-terminal a direita. 0 antigeno oligopeptidico em conjunto com 



antigeno oligopeptidico 


os residuos de aminoacidos da molecula MFIC forma a estrutura 
molecular que e reconhecida por outras celulas imunes, as quais 
podem, por exempio, utilizar receptores de celulas T para tal. (B) Urn 
arranjo bastante similar caracteriza a estrutura do dominio de 
apresentagao de antigeno de moleculas MFIC de classe I. (Extraida 
de C.A. Janeway Jr. et al., Immunobioloy, 6th Ed., New York: Garland 
Science, 2005.) 


como cdulas CD4+, em alusao aos antigenos de superflcie especi'ficos apresentados por elas 
(Figura 15.8). Uma vez que macrofagos e celulas dendn'ticas sao especializados em utilizar 
suas moleculas MHC de classe II para apresentar antigenos que foram fagocitados, os imu- 
nologistas comumente as definem como APCs “profissionais”, a fim de distingui-las de outros 
tipos celulares que nao sao especializados nesse tipo de resposta. 

E preciso levar em consideragao que e a combinagao das estruturas moleculares formadas 
pelos ectodommios de classe II e pelos antigenos oligopeptfdicos ligados que e apresentada as 
celulas T auxiliares (T^) (Figura 15.7). A apresentagao antigenica a determinadas celulas T 
leva a conseqiiente ativagao de celulas B, que produzem moleculas de imunoglobulina (anti- 
corpos), capazes de reconhecer e ligar de forma espedfica alguns antigenos (veja a Figura 
15.8). A maturagao subseqiiente dessas celulas B origina uma populagao de celulas (cbama- 
das de plasmocitos) que secretam ativamente anticorpos na circulagao, ou seja, moleculas que 
sao especializadas em reconhecer e ligar os antigenos especi'ficos, que originalmente desenca- 
dearam essa serie de respostas. (Celulas dendn'ticas, desde que com fungao de APCs, podem 
tambem ativar celulas T citotoxicas — nao-indicadas na Figura 15.8.) 

Esse sistema funciona bem quando ativado diante de agentes infecciosos, como parti'culas 
virais, bacterias e fungos, nos espagos extracelulares. Assim, esses agentes infecciosos podem 
ser internalizados por celulas apresentadoras de antigeno profissionais, e os peptideos deriva- 
dos podem ser novamente apresentados como antigenos. As moleculas de anticorpo forma¬ 
das por celulas B e seus descendentes apos a apresentagao de antigenos pode reconhecer e 
ligar as parti'culas infecciosas, neutralizando-as (veja a Figura 15.2). Dentro da mesma linha, 
seria possivel imaginar que celulas tumorais que apresentem proteinas antigenicas de superfi- 
cie possam desencadear a produgao de anticorpos pelo sistema imune. 

Os anticorpos que marcam uma celula ou um agente infeccioso podem ativar um outro 
componente das defesas imunologicas: um grupo de proteinas plasmaticas, chamadas de 
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Figura 15.8 Interagao de imunocitos nos linfonodos As celulas dendriticas Interagem diretamente 
com as celulas T auxlliares e apresentam os antigenos a elas nos linfonodos. (A) As celulas 
dendriticas englobam, processam e apresentam fragmentos ollgopeptidicos antigenicos {pontos 
vermelhos] veja a Figura 15.6) expresses em sua superficle as celulas T dos linfonodos, utillzando 
moleculas MFIC de classe II (cinza) para essa fungao. AquI, uma celula dendritica encontra varlas 
celulas T (acima), conhecldas como celulas T auxlliares (T|_|). Cada uma delas expressa seu proprio 
receptor de celula T distinto (TCR, verde) sobre sua superficle. Enfretanto, nos tres primeiros 
encontros, nenhum dos receptores de celulas T das celulas reconhece e llga o antigeno sendo 
apresentado pela molecula MFIC de classe II da celula dendritica. De alguma forma, na ocasiao 
correta, a celula dendritica finalmente reconhece o antigeno ollgopeptidlco que e apresentado 
pelas moleculas MFIC de classe II das celulas dendriticas (abaixo). Isso faz com que as T|_| se 
tornem ativadas: a celula deixa a celula dendritica e inicia a busca por celulas B que tambem 
apresentem em sua superficle o mesmo antigeno que a molecula MFIC II. Quando e se a T|_| 
encontra uma celula B {amarelo-claro, 2^ diagrama a partir da direita), esta e ativada e prolifera, se 
diferenciando em plasmocitos (marrom-daro) e liberando as moleculas de anticorpo que sao 
capazes de reconhecer esse antigeno ollgopeptidlco. (B) A microscopia de multifbtons revela a 
capsula do linfonodo de urn camundongo (azut) e varlas celulas dendriticas coradas recem- 
chegadas (pantos vermelhos), bem como celulas T coradas (pontos verdes) para as quais os 
antigenos serao apresentados pelas celulas dendriticas. Os dois tipos celulares sao bastante 
separados urn do outro no linfonodo e seus mecanismos de transporte e interagao no linfonodo 
ainda sao pouco compreendidos. As celulas T|_| chegam ao linfonodo pela circulagao venosa e 
extravasam por diapedese (Barra lateral 14.3) afim de permanecer no nddulo. (B, extraida de T.R. 
Mempel., S.E. Flenrickson e U.H. Von Andrian, Nature 427: 154-159, 2004.) 
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superficie complexos 

celular antigeno-anticorpo 

(B) 




canal inserido na 
membrana plasmatica 


Figura 15.9 Morte celular mediada pelo 
sistema complemento Complexos 
antigeno-anticorpo {esferas vermelhas) 
tornados pela ligagao de moleculas de 
anticorpo a superficie celular de antigenos 
(esquerda) podem atrair proteinas do 
complemento presentes no plasma 
(amareto, verde e violeta), levando a 
formagao de complexos que conduzem, 
atraves de uma serie de passes, a 
formagao de canals na membrana 
plasmatica celular, por meio de outras 
proteinas do complemento (direita) em urn 
sitio adjacente aquele onde os complexos 
antigeno-anticorpo foram inicialmente 
formados. (B) Os canals resultantes, vistos 
nesta micrografia eletronica, destroem a 
integridade das fungoes de protegao da 
membrana plasmatica, levando 
rapidamente a morte celular. (Extralda de 
C.A. Janeway Jr. et al., Immunobiology, 6th 
Ed., New York: Garland Science, 2005.) 


sistema complemento, que sao capazes de reconhecer regioes constantes das moleculas de 
anticorpo ligadas a superficie de uma celula (bacteriana, fungica ou de mami'feros) e de se 
associar a essas moleculas de anticorpo, produzindo poros na membrana plasmatica, levan¬ 
do, conseqiientemente, a morte celular. 

Essa serie de etapas envolvidas nas respostas humorais adaptativas fornece uma ideia acerca 
da estrutura molecular de antigenos que sao imunogenicos, ou seja, que elicitam respostas 
imunes: tais antigenos nao constituem proteinas intactas, mas, em vez disso, sao fragmentos 
oligopeptidicos derivados da clivagem de proteinas muito maiores (veja as Figuras 15.6 e 
15.7). (As maiores excegoes para essa generalizagao sao algumas cadeias de carboidratos com- 
plexas e cadeias laterais associadas que podem, sob certas circunstancias, ser imunogenicas.) 


15.3 Outro tipo de resposta imune adaptativa leva a formagao de 
cdulas citotoxicas 

O tipo de resposta imunologica descrito anteriormente nao e capaz de eliminar de maneira 
efetiva agentes infecciosos que tenham entrado nas celulas e que, assim, estao protegidos pela 
membrana plasmatica. Similarmente, no caso de celulas tumorais, as respostas do sistema 
imune humoral nao conseguem reconhecer as proteinas celulares anormais que estao no 
interior dessas celulas. Em principio, essa barreira poderia criar serios problemas para o sis¬ 
tema imune, que precisaria monitorar o que acontece no interior das celulas, alem de contro- 
lar o que se passa nos espagos extracelulares e na superficie das celulas. 

O problema e solucionado por um mecanismo de apresentagao de antigenos que se asseme- 
Iha aquele descrito anteriormente para as celulas apresentadoras de antigeno profissionais 
(APCs). Na realidade, esse outro mecanismo de apresentagao de antigenos e o mais comum 
dos dois, uma vez que e utilizado pela maioria dos tipos celulares do organismo. 

Esse sistema funciona da seguinte forma (Figura 15.10): mais do que a ativagao para as 
fungoes designadas, uma parte das proteinas sintetizadas pelas APCs (estima-se que um tergo 
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Figura 15.10 Apresentagao de antigenos intracelulares por moleculas MFIC de classe I 
Quase todos os tipos celulares do organismo, incluindo as celulas tumorais, rotineiramente 
direcionam uma parte das suas proteinas recem-sintetizadas para a maquinaria de 
apresentagao de antigenos. Algumas das proteinas recem-sintetizadas sao direcionadas 
para os proteossomas {violeta, amarelo), nos quais sao quebradas em oiigopeptideos 
(pantos vermelhos): os oiigopeptideos resuitantes sao entao introduzidos no reticulo 
endoplasmatico, onde podem encontrar moleculas MFIC de classe I (amarelo) que se ligam 
de maneira relativamente forte a eles (veja a Figura 15.7B). Isso faz com que os complexes 
multiproteinas se movam por meio de vesiculas membranosas para a superficie celular, 
onde esses complexes proteicos servirao para apresentar ao sistema imune os fragmentos 
das proteinas que estao sendo sintetizadas na celula. De maneira geral, esse processo de 
apresentagao de antigenos e similar ao utilizado por moleculas MFIC de classe II (Figura 
15.6); entretanto, a apresentagao de antigenos MFIC de classe II e a especialidade de 
“celulas apresentadoras de antigeno profissionais”, como macrofagos, celulas dendriticas e 
celulas B, enquanto a apresentagao envolvendo moleculas MFIC de classe I e realizada 
rotineiramente por quase todos os tipos celulares do organismo. (B) Uma serie de 
fragmentos de oiigopeptideos derivados de varies proteinas celulares (aqui representadas 
por quatro especies distintas de proteinas) sao expresses simultaneamente por celulas 
usando proteinas MFIC de classe I. (C.A. Janeway Jr. et af, Immunobioloy, 6th Ed., New 
York: Garland Science, 2005.) 


(B) 



em certas celulas) e rotineiramente alvo do sistema de proteossomas. Assim, essas proteinas 
sao clivadas em oiigopeptideos. Esses produtos de clivagem, que contem Sail residuos de 
aminoacidos, sao entao ligados a moleculas MHC proximas a superficie celular e, entao, 
expostos no exterior dessas celulas por uma outra classe maior de moleculas apresentadoras 
de antigeno - as moleculas MHC de classe I (veja a Figura 15.7B). 

Centre os peptideos intracelulares apresentados pelas moleculas MHC de classe I, estao aqueles 
normalmente sintetizados pelas celulas, bem como aqueles produzidos por agentes que infec- 
taram as celulas, como virus e bacterias. Essa apresentagao externa de antigenos internos 
ocorre rotineira e continuamente, independentemente da existencia de proteinas estranbas 
dentro de uma celula. 

A apresentagao de certos antigenos oligopeptidicos de superficie (via moleculas MHC de 
classe I) por uma celula pode levar a ativagao de celulas T citotoxicas (T^’s, tambem chama- 
das de linfocitos T citotoxicos, CTLs ou celulas CD8*), resultando em morte celular (veja a 
Figura 15.4). A origem dessa capacidade de eliminar celulas pode estar relacionada com 
certas agoes de celulas T auxiliares. Como mencionado anteriormente, algumas celulas T 
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Figura 15.11 Ativagao de celulas T cltotoxioas por celulas T auxlllares Alem 
de Induzir as celulas B a produzirem moleculas de anticorpos (Figura 15.8), 
celulas T auxlllares (T|_|) de urn segundo subtlpo (azu!) podem ativar os 
precursores de celulas T citotoxicas {vermelho-claro, abaixo), tornando-as 
celulas T citotoxicas (chamadas T^’s ou CTLs, vermelho) que podem usar 
seus receptores de celulas T (TCRs) para reconhecer e llgar antigenos 
apresentados sobre a superficle de multos tipos celulares ao longo do 
organismo por melo de moleculas MFIC de classe I. Esse reconhecimento 
resulta no ataque de celulas que expressam antigenos (cinza, acima), como 
mostrado pelas micrograflas da Figura 15.4B. As T^-’s frequentemente usam 
granulos cltotoxlcos (pantos pretos) contendo perforlna e granzlmas para 
matar celulas-alvo (Figura 15.12). 


auxiliares podem ativar respostas imunes humorais pela interagao e estimulagao de celulas B 
produtoras de anticorpos (veja a Figura 15.8). Essa seria uma segunda (e independente) 
fungao de celulas T auxiliares: a ativaqao de celulas T citotoxicas, as quais sao especializadas 
em reconhecer e matar as celulas-alvo que apresentem antigenos oligopeptldicos particulates, 
iniciando uma resposta imune. 

A propriedade de celulas T auxiliares em facilitar o desenvolvimento de respostas imunes 
celulares e humorais reflete a capacidade de subpopulaqoes distintas de celulas de produ- 
zir e liberar fatores imunes soluveis conhecidos como citocinas; as Tj^s que promovem a 
imunidade humoral (por estimular celulas B) produzem interleucina-4 (IL-4), enquanto T^^s 
que promovem imunidade mediada por celulas (por estimular celulas T citotoxicas) secretam 
interferon-y (IFN-y). 

Celulas T citotoxicas podem eliminar seus alvos celulares por meio de dois mecanismos dis- 
tintos: primeiro, as celulas-alvo podem set expostas a certas protelnas toxicas (Figuras 15.12A 
e B). Uma dessas, a perforina, forma poros na membrana plasmatica celular, os quais permi- 
tem que as granzimas liberadas pelas celulas citotoxicas atinjam o citoplasma celular. Como 
descrito anteriormente, (Segao 9.14), uma vez presentes no citoplasma das celulas-alvo, as 
granzimas clivam e ativam caspases pro-apoptoticas. 


celula-alvo 

apresentando antigeno 



Tq ativa 
maturagao 


ativagao 



O segundo mecanismo de morte celular, tambem discutido na Segao 9.14, envolve o recep¬ 
tor de morte Fas, o qual e expresso por muitos tipos celulares em todo o organismo. As celulas 
T citotoxicas podem apresentar o ligante do receptor Fas, chamado FasL, as celulas-alvo, 
ativando as vias apoptoticas extrmsecas (Figura 15.12C). 


A agao de celulas T pode exercer um importante papel em limitar infecgoes virais disse- 
minadas. Por exemplo, uma celula recentemente infectada, na qual o virus esta em repli- 
cagao ativa, utiliza moleculas MHC de classe I para exibir os antigenos oligopeptldicos 
de superflcie derivados das protelnas virais clivadas. Essa apresentagao antigenica vai 
alertar o sistema imune de que celulas anormais estao sendo produzidas dentro da celula. 
Se o sistema imune esta funcionando corretamente, as celulas T citotoxicas irao reconhe¬ 
cer os antigenos oligopeptldicos expressos pelas moleculas MHC de classe I, matando as 
celulas infectadas antes que os virus sejam capazes de se multiplicar e de liberar as partl- 
culas virais. 


Isso significa que o sistema imune realmente usa duas formas de resposta imune adaptativa 
para limitar infecgoes virais: a resposta celular e usada para matar celulas infectadas por virus, 
enquanto a resposta humoral e ativada para neutralizar partlculas virais que tenham sido 
liberadas nos espagos extracelulares, incluindo a circulagao, por marcar essas partlculas com 
moleculas de anticorpo (veja a Figura 15.2A). Como sera visto posteriormente, as respostas 
antivirais representam formas importantes pelas quais o sistema imune pode bloquear o apa- 
recimento de tumores humanos induzidos por virus. 
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15.4 A resposta imune inata nao depende de sensibiliza^ao previa 


Noventa e nove por cento das especies animals existentes no planeta nao apresentam respos- 
tas imunes adaptativas para protege-las do ataque de patogenos. Esses organismos dependem 
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Figura 15.12 Mecanismos de morte celular por linfocitos citotoxicos Esta 
micrografia eletronica de urn linfocito citotoxico (Tq, CTL) revela uma serie de 
granules liticos em seu citoplasma [setas cor-de-rosa, painel esquerdo). 

Quando o contato e felto com uma celula-alvo (a gual foi Inicialmente 
reconheclda pelos receptores de celulas T gerados por TJ, esses granulos 
llberam perforina, a gual forma canals cllindricos na membrana plasmatica da 
celula-alvo {celula central, painel direito)\ protefnas prb-apoptbticas como as 
granzimas (veja a Segao 9.14), que tambem estao presentes nesses granulos, 
sao entao Introduzidas, atraves desses canals, no citoplasma da celula-alvo, 
onde e iniclada a cascata de apoptose pela cllvagem de procaspases. (B) Na 
ausencia de urn alvo celular, os granulos liticos (verde, amarelo), que contem 
granzima e perforina, sao distrlbuidos no citoplasma de linfocitos T citotoxicos 
(Tq’s; painel superior). No painel inferior, uma sinapse foi formada com a celula- 
alvo (esquerda), e os granulos liticos se associaram a sinapse a flm de preparar 
0 processo de ellmlnagao da celuia-aivo. (C) Urn mecanlsmo alternative de 
eliminagao de celulas que sao designadas para a destruigao depends da 
expressao de FasL ijaranja) pelos {superior, cor-de-rosa). 0 FasL, que 
constitui urn trimero, se liga ao receptor Fas [marrom) expresso pela celula-alvo 
{celula inferior, cinza) e produz a trlmerlzagao do receptor, resultando na 
atlvagao da cascata extrinseca da apoptose na celula-alvo, por meio da 
ativagao das caspases 8 e 3 (veja tambem a Figura 9.31). (D) As celulas 
matadoras naturals sao programadas para reconhecer ou eliminar outras 
celulas, incluindo celulas tumorais, que nao apresentem niveis normals de 
moleculas MFIC de classe I em sua superficie. Esta micrografia eletronica de 
varredura (SEM) revela as celulas matadoras naturals {coloridas em verde), uma 
das quais espalhou uma parte de seu citoplasma na superficie de uma celula 
de ducto de carcinoma de mama humano, no estagio inicial de urn ataque. (E) 
Esta SEM mostra o ataque inicial de uma celula matadora natural {painel 
esquerdo, a menor celula) sobre uma celula de leucemia. Sessenta minutos 
mais tarde, a celula matadora natural causou uma destruigao extensa da 
membrana plasmatica da celula de leucemia, a qual foi fragmentada e teve sua 
membrana plasmatica condensada em resposta a esse ataque {painel direito). 
(A, C e E, extraida de C.A. Janeway Jr. et al.. Immunobiology, 6th Ed., New York: 
Garland Science, 2005; B, extraido de R.FI. CIrk, J.C. Stinchcombe, A. Day et 
al., Nat. Immunol. 4:1111-1120, 2003; D, cortesia de S.C. Watkins e R. 
Flerberman.) 


das respostas imunes inatas para sua protegao. De forma importante, esse mecanismo de 
imunidade inata tern sido conservado na evolugao dos mamiferos e continua a exercer um 
papel cn'tico em varias respostas imunologicas. 

Os componentes celulares da resposta imune inata sao capazes de reconhecer e atacar parriculas 
estranhas ou celulas anormais, mesmo que nao haja uma exposigao previa a estes agentes. Assim, 
esses imunocitos (celulas do sistema imune) reconhecem “instintivamente” celulas anormais, como 
celulas tumorais, nos tecidos do organismo, marcando essas celulas para o ataque e destruigao. Em 
vez de reconhecer antlgenos especificos, as celulas que medeiam a resposta imune inata reconhe¬ 
cem padroes moleculares caracten'sticos que estao presentes na superficie dos agentes infecciosos 
(ou celulas transformadas), mas que nao sao expressos por celulas normals. 

O principal componente de resposta inata sao as celulas matadoras naturals (NK). E 
provavel que o contato inicial do sistema imune com celulas tumorais seja realizado por 
NKs. Como sera discutido em maiores detalhes em seguida, as celulas matadoras natu¬ 
rals sao capazes de reconhecer configuragoes de protemas de superficie celular expressas 
por uma variedade de tipos de celulas tumorais. Assim, as celulas matadoras naturals sao 
pre-programadas para reconhecerem celulas tumorais a fim de elimina-las do organismo. 
Alem das celulas matadoras naturals, outros componentes do sistema imune inato, in¬ 
cluindo macrofagos e neutrofdos, podem contribuir para as respostas imunes inatas con¬ 
tra celulas tumorais. 

Depois que uma celula matadora natural inicia uma resposta imune por reconhecer e atacar 
uma celula-alvo (Figura 15.12D e E), sao produzidas citocinas, especialmente interferon-y 
(IFN-y), a fim de recrutar outras celulas do sistema imune, incluindo macrofagos, para o 
sitio de ataque. Os efeitos dessa segunda onda de imunocitos habilitam as celulas do sistema 
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imune a iniciar uma serie de respostas mais efetivas e espedficas, em particular respostas 
celulares e humorais adaptativas. 


15.5 A necessidade de distinguir o “proprio” do “nao-proprio” 
resulta em tolerancia imunologica 

O sistema imune e fmamente regulado e altamente especiTico. Mais precisamente, ele 
deve ser capaz de distinguir protei'nas estranhas (p. ex., aquelas produzidas por agentes 
infecciosos) daquelas produzidas por celulas do organismo. Como conseqiiencia, se os 
oligopepti'deos apresentados por uma celula normal sao similares ou identicos aqueles 
encontrados rotineiramente no sistema imune, essa celula vai permanecer Intacta aos 
mecanismos imunes do organismo - uma das manifesta^oes da tolerancia imune. De 
fato, a tolerancia imune representa um dos maiores enigmas da pesquisa imunologica 
atualmente: como o sistema imune e capaz de distinguir protei'nas e pepti'deos estranhos 
do repertorio normal de protei'nas? Os imunologistas freqiientemente se referem a esse 
mecanismo como a capacidade do sistema imune em discriminar o “proprio” do “nao- 
proprio”. 


Figura 15.13 Destruigao de tecidos normais 
pelo ataque auto-imune Uma destruigao 
tecidual extensa pode ser provocada pelo 
sistema imune que e levado a atacar os 
tecidos normais do organismo. A principio, 
os mesmos mecanismos imunes que sao 
ativados aqui tambem podem ser ativados 
para atacar e destruir tecidos tumorais. (A) 
Uma ilhota pancreatica normal (i. e., uma 
ilhota de Langerhans) de um camundongo 
(pa/ne/ a esquerda) e composta, em grande 
parte, por celulas p secretoras de insulina 
(marrom-claro) com um pequeno numero 
de celulas a na sua periferia (marrom- 
escuro). 0 pancreas de um camundongo 
com diabete resultante de um ataque auto- 
imune sobre celulas p aparece com uma 
perda quase total dessas celulas Ipainel a 
direita). Um glomerulo renal normal {centra 
do painel a esquerda), o qual contem uma 
rede complexa de tubulos, e responsavel 
pela filtragao do plasma e pela produgao 
de urina. Na doenga do lupus eritematoso 
sistemico (SLE), um ataque auto-imune 
sobre a membrana plasmatica localizada 
sob as celulas epiteliais do glomerulo 
resulta no acumulo de protelnas de 
anticorpo e na invasao de uma variedade 
de celulas inflamatorias: juntas, elas 
finalmente destroem a arquitetura do 
glomerulo {direita) e, assim, a fungao 
renal. (A, extraida de C.A. Janeway Jr. et 
al.. Immunobiology, 6th Ed., New York: 
Garland Science, 2005; B, cortesia de 
A.B. Eogo.) 


Uma variedade de mecanismos que operam durante o desenvolvimento do sistema imu¬ 
ne garante que celulas T ou B que reconhecem auto-anti'genos sejam eliminadas: alterna- 
tivamente, se essas celulas nao sao eliminadas, suas agoes sao bastante reprimidas. Falhas 
na delegao de linfocitos proprio-reativos ou auto-reativos a partir de um pool de linfoci- 
tos do organismo resultam na sobrevivencia de celulas do sistema imune que podem 
atingir celulas normais do organismo. Uma vez que celulas auto-reativas sao mantidas, 
essa falba dos mecanismos de tolerancia pode levar ao desenvolvimento de doengas auto- 
imunes, como artrite reumatoide, colite ulcerativa e liipus eritematoso, nas quais o sis¬ 
tema imune forma anticorpos e leva celulas citotoxicas a atacarem celulas e tecidos nor¬ 
mais (Figura 15.13). 
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A tolerancia imune leva a um ponto simples e obvio de discussao que sera abordado a seguir: 
como o sistema imune, que e programado para “tolerar” celulas do proprio organismo, pode 
reconhecer e atacar celulas tumorais, as quais sao, em grande parte, muito similares, em mVel 
bioqui'mico, as cdulas normals do organismo? Alem disso, se o sistema imune e ativado na 
defesa contra celulas tumorais, incluindo aquelas transformadas por virus tumorais, como 
poderiam essas celulas escapar das varias formas de ataque do sistema imune? 


15.6 Cdulas T regulaterias sao capazes de suprimir 

componentes maiores da resposta imune adaptativa 

Pesquisas iniciadas nos anos 1990 descreveram uma nova classe de celulas T, que foram 
denominadas celulas T regulatorias (celulas ou simplesmente Tj.^gS)- Evidencias indiretas 
acerca da sua existencia tiveram origem na observa 9 ao de que, em indivi'duos normals, uma 
propor^ao significativa de celulas T citotoxicas (CTLs) reconhece anti'genos de tecidos nor¬ 
mals apresentados por moleculas MHC de classe I — uma situa^ao que deveria levar a rea^oes 
intensas do sistema imune sobre tecidos normals, resultando em doen^as auto-imunes. En- 
tretanto, esse tipo de resposta nao acontece, aparentemente devido a supressao dos efeitos 
dessas celulas pela a^ao de agentes desconhecidos. 

A descoberta das cdulas poderia ser a resposta para isso, ja que elas sao capazes de bloque- 
ar as a^oes de celulas T citotoxicas distribui'das nos tecidos. De fato, camundongos com 
dele^ao genica das celulas T desenvolvem doen^a auto-imune letal; um quadro comparati- 
vamente agressivo, que por rim resulta em doen^a auto-imune fatal, tern sido descrito em 
humanos que nao produzem T^^^s. 

Assim como as cdulas T auxiliares (T^^), as T^^gS expressam anti'genos CD4 em sua superffeie. 
Todavia, as Tj^gS sao distinguidas pela expressao adicional do anti'geno CD25 e pela expressao 
de um fator transcricional chamado FOXP3, responsavel por programar seu desenvolvimen- 
to. Uma vez que as expressam receptores de celulas T anti'geno-especi'ficos (TCRs; veja 
a Figura 15.4), elas podem bloquear especificamente as a^oes dos linfocitos T citotoxicos 
cujos TCRs reconhecem os mesmos anti'genos. Alem disso, quando localizadas nos linfono- 
dos, as T^egS sao capazes de prevenir a ativa 9 ao de cdulas pelas celulas dendn'ticas. Acredi- 
ta-se que as T s devam estar bastante proximas das celulas e que elas suprimem, e que 
a liberafao de TGF-P e interleucina-10 (IE-10) pelas Tj.|.gS e freqiientemente usada para inibir 
ou eliminar outros tipos de linfocitos T. 

O conhecimento acerca das T„g* ^inda e limitado. Contudo, e possi'vel que suas a^oes sejam 
a chave para explicar a patogenese de diversas doen^as auto-imunes. Ao mesmo tempo, os 
efeitos das Tj.^gS poderiam explicar como muitos tipos de celulas tumorais podem proliferar 
na presen^a de um grande numero de CTLs, que deveriam, supostamente, ser capazes de 
elimina-las - um topico que sera abordado mais adiante neste capi'tulo. 

Uma visao geral sobre os varios componentes do sistema imune discutidos ate o momento e 
apresentada na Figura 15.14. 


15.7 A teoria da imunovigilancia e suas limita^oes 

Como sugerido previamente, no im'cio deste capi'tulo, a ideia de que o sistema imune poderia 
fazer a defesa contra cdulas tumorais e bastante antiga. As especula^oes de Burnet, em 1957, 
sobre o papel do sistema imune no monitoramento de doen^as e na detec^ao da presen^a de 
tumores, juntamente com as considera^oes feitas por Lewis Thomas, representam as primeiras 
proposi^oes indicativas de mecanismos bastante articulados na imunovigilancia do cancer. 

Em tempo, microrganismos infectantes, especificamente bacterias, virus e flingos, sao conhecidos 
pela alta capacidade imunogenica, o que leva a ativa^ao de respostas imunes capazes de erradicar 
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completamente a infec^ao, por meio de varies mecanismos imunologicos distintos. Por analogia, 
seria logico pensar que o sistema imune faria um monitoramento contmuo dos tecidos, podendo 
detectar a presen^a de celulas tumorais. Uma vez identificadas - continuando dentro da mesma 
linha de pensamento — o sistema imune iria tratar essas celulas como agentes estranhos, eliminan- 
do-as, antes que elas pudessem proliferar e originar formas agressivas de cancer. 


Tentativas realizadas nos anos 1950 para comprovar esse modelo nao foram conclusivas. 
Quando tumores eram removidos de alguns camundongos e implantados em outros, os tu- 
mores eram destrui'dos rapidamente, de uma forma que indicava claramente a ativa^ao de 
uma resposta imune intensa. Entretanto, logo se tornou claro que essa resposta nao estava 
relacionada a natureza neopldsica das celulas tumorais. Em vez disso, sua eliminafao era con- 
seqiiencia de um processo chamado de rejei 9 ao de transplantes. Assim, celulas e tecidos de 
um camundongo de uma linhagem sao invariavelmente reconhecidos como estranhos quan¬ 
do implantados em camundongos de uma outra cepa. Isto acontece porque celulas de ca¬ 
mundongos de cepas distintas apresentam moleculas do complexo de histocompatibilidade 
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Figura 15.14 Visao geral dos oomponentes humoral e celular do sistema 
imune 0 sistema imune humoral {esquerda) e dirigido pelas agoes das 
celulas B que desenvolvem milhoes de moleculas de anticorpo antlgeno- 
especlficas por meio do rearranjo de genes que codificam anticorpos e da 
diversificagao das sequencias que codificam sitios de combinagao com 
antigenos nas regioes V das moleculas de anticorpo. Essa resposta 
humoral depende da ativagao de celulas T auxiliares (T|_|), as quais 
dependem, por sua vez, da ativagao previa nos linfonodos pelas celulas 
apresentadoras de antigeno, majoritariamente, celulas dendriticas. Essas 
celulas convertem protelnas em oligopeptideos que sao reconhecidos 
pelos receptores de celulas T das celulas T|_|, os quais iniciam a ativagao 
de celulas B que tenham desenvolvido, ao acaso, anticorpos que 
reconhecem antigenos oligopeptidicos. 

Receptores de celulas T (TCRs) sao ainda utilizados por celulas T 
citotoxicas (Tq) (tambem chamadas de CTLs), as quais se valem 
desses receptores para reconhecer e matar celulas-alvo que 
expressem antigenos cognates. A ativagao das celulas tambem 
depende da estimulagao previa de celulas T|_|. Uma terceira classe de 
celulas T que igualmente apresenta receptores de celulas T antlgeno- 
especificos e composta pelas celulas T regulatorias, frequentemente 
chamadas de T^ggS. Estas exercem papeis importantes na supressao 
das agoes tanto de celulas Tj, como de T|_| e assim previnem a ativagao 


inapropriada de respostas imunes que poderiam, de outra forma, levar 
a quebra de tolerancia, resultando em doengas auto-imunes. 

Essas varias manifestagoes da imunidade adaptativa sao 
aumentadas pelos elementos do sistema imune inato (direita), 
especialmente pelos tipos celulares que podem auxiliar na eliminagao 
de patogenos e celulas tumorais sem qualquer “instrugao” anterior por 
meio da exposigao previa a estes. Assim, celulas matadoras naturals 
(NK) sao levadas a matar muitos tipos de celulas tumorais por causa 
da configuragao anormal das moleculas de superficie celular 
apresenfadas por essas celulas; macrofagos sao fambem capazes de 
reconhecer e mafar muitos patogenos celulares sem qualquer 
exposigao previa a esses agentes. Embora os macrofagos e as celulas 
matadoras naturals nao possam, por si so, reconhecer a maior parte dos 
antigenos de superficie celular, a marcagao de celulas-alvo potenciais por 
moleculas de anticorpo (produzidas pela resposta imune adaptativa) Ira 
atrair macrofagos e celulas matadoras naturals, as quais vao usar seus 
receptores Fc para ligar a regioes constantes (C) das moleculas de 
anticorpo, procedendo a eliminagao das celulas marcadas com anticorpo. 
Similarmente, o grupo complexo de protelnas plasmaticas conhecidas 
como complemento pode tambem reconhecer moleculas de anticorpo 
ligadas a superficie de uma celula e entao matar essa celula por formar 
canals em sua membrana plasmatica. 
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(MHC) em sua superflcie. (Nesse caso, entretanto, nao sao os anti'genos oligopepti'dicos que 
originam a resposta imune, mas as proprias moleculas MHC, as quais variam discretamente 
em rela^ao a estrutura, entre uma linhagem e outra de camundongos.) 

Por exemplo, celulas tumorais de camundongos BALB/c implantadas em camundongos C57/ 
BL6, e vice-versa, foram reconhecidas como estranhas (e assim foram \mioincompatweis) 
(Figura 15.15). Essas rejei^oes de tecidos de linhagens de camundongos dissimilares, aloge- 
nicas (i. e., geneticamente distintas) nao foram observadas quando celulas tumorais de ori- 
gem BALB/c foram transplantadas em hospedeiros BALB/c, isto e, em hospedeiros singeni- 
cos que, por defmiq:ao, compartilhavam uma bagagem genetica identica e anti'genos de histo- 
compatibilidade identicos aos das celulas transplantadas. (De fato, o termo histocompatibi- 
lidade deriva da observa^ao de que tecido [“histo”] de camundongos de uma linhagem intra- 
cruzada pode ser enxertado e acomodado nos corpos de outros membros da mesma linhagem 
genetica e e, nesse sentido, “compati'vel”.) 

O fenomeno de rejei^ao de tumores representou um atraso no campo da imunologia tumo¬ 
ral, ja que nao houve qualquer elucida 9 ao sobre como o sistema imune de camundongos ou 
de humanos poderia reconhecer celulas tumorais originadas de seus proprios tecidos. Ade- 
mais, esses estudos deram origem a um paradigma extremamente importante: alem de elimi- 
nar microbios e varios tipos de virus, o sistema imune e capaz de destruir celulas de mamife- 
ros que ele reconhece como estranhas ou, muito possivelmente, como anormais. Como um 
outro ponto, essas observances da funnao imune levaram a conclusao que celulas tumorais 
jamais seriam transmitidas de um indivlduo para outro (veja a Figura 15.16). 

Uma estrategia alternativa foi entao empregada para analisar o problema da imunovigilancia. 
Se o sistema imune fosse realmente responsavel pela supressao do aparecimento de tumores, 
animais com comprometimento imunologico deveriam apresentar taxas mais elevadas de 
cancer. Esses tipos de tumores, os quais foram gerados no seu proprio organismo - tambem 
chamados de tumores autoctones - apresentaram, sem duvida, o mesmo tipo de histocom- 
patibilidade que os outros tecidos desses animais. Nessas situanoes, os mecanismos de histo- 
compatibilidade (e incompatibilidade) se tornam irrelevantes. 
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Figura 15.15 Camundongos singenicos e 
variabiiidade MHC 0 uso de linhagens de 
camundongos isogenicos reveiou que os 
maiores determinantes da imunogenicidade 
das celulas desses camundongos (e dos 
mamiferos em geral) sao as molecuias 
MHC de ciasse I. Essas moieculas sao 
altamente polimorficas dependendo da 
especie, o que indica que um individuo (ou 
uma iinhagem isogenica de camundongos) 
quase sempre tern um arsenal diferente de 
molecuias MHC de ciasse I em relagao a 
outro {vermelho, molecuias de superflcie 
celular azuis). Assim, se um tumor e 
originario de um camundongo BALB/c, eie 
em geral e transpiantavei para um 
hospedeiro singenico, isto e, outro 
camundongo BALB/c, mas nao para um 
hospedeiro aiogenico, como o 
camundongo C57/BL6. 0 contrario e 
verdadeiro para tumores originados de 
camundongo C57/BL6. 
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Figura 15.16 Regressao de CTVS e re- 
expressao de antigenos MFIC Lima 
excegao a regra da nao-transmissibilidade 
do cancer de urn organismo a outro e 
representada pelo sarcoma venereo 
transmissivel canino; as celulas sao 
transmitidas sexualmente de urn cao para 
outro. As celulas transferidas formam 
inicialmente urn tumor de crescimento 
marcante, o qual e rejeitado depois de 
varies meses. (A) Enquanto as celulas do 
sarcoma venereo transmissivel canino 
(CTVS) expressam inicialmente niveis muito 
baixos de proteinas MFIC de classe I, apbs 
12 semanas de crescimento do tumor, 
essas proteinas comegam a ser 
reexpressas, como visto aqui em tumores 
desenvolvidos em tres caes. (B) Essa 
reexpressao resulta, ao menos em parte, 
de sinais liberados por linfocitos infiltrantes 
de tumores (TILS). Meio de culture fresco 
tern pouco efeito sobre a expressao de 
proteinas MFiC de classe I {verde) ou de 
classe II {vermelho) pelas celulas CTVS 
(esquerda). Fatores liberados pelos TILS 
isolados de tumores em progressao 
(primeiras 12 semanas) tambem tern urn 
pequeno efeito {meio). Entretanto, fatores 
liberados pelas TILS de tumores em 
regressao (12 a 21 semanas) induzem 
marcadamente a expressao de proteinas 
MFfC (direita) por celulas CTVS em culture. 
Essa reexpressao parece ser responsavel 
pela regressao do tumor in vivo. (Extraida 
de YW. Hsiao, K.W. Liao, S.W. Hung e R.M. 
Chu, J. Immunoi. 172: 1508-1514, 2004.) 
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No final dos anos 1960, camundongos da linhagem Nude imunossuprimidos se tornaram 
dispom'veis para a pesquisa do cancer. Esses camundongos nao possuem um timo funcional — o 
orgao no qual linfocitos T do sistema imune se desenvolvem inicialmente. A falta de pdos, uma 
outra caracterfstica fenodpica dessa cepa, deu origem ao seu nome (veja a Figura 3.13). 

As pesquisas que se seguiram no im'cio e meados dos anos 1970 revelaram que esses camun¬ 
dongos nao sao mais suscedveis ao desenvolvimento de tumores espontaneos, nem de tumo¬ 
res autoctones induzidos quimicamente, quando comparados aos animals selvagens. Dessa 
forma, a teoria da imunovigilancia teve a sua maior queda, tendo falhado no teste mais 
cn'tico para sua validagao. A teoria perdeu a sua credibilidade e ainda o posto principal que 
ocupou na pesquisa do cancer durante duas decadas. 

Mas sua rejeigao foi prematura. Apenas alguns anos mais tarde, ficou claro que apesar de nao 
possufrem linfocitos T normals, os camundongos da linhagem Nude apresentavam todos os 
outros componentes do sistema imune de forma Intacta. Por exemplo, alguns tipos de celulas T 
podem se desenvolver fora do timo, o si'tio normal de maturagao dessas celulas. Alem disso, 
um tipo muito importante de celula imune — as celulas matadoras naturals (NK) — e capaz de 
se desenvolver completamente fora do timo e, assim, esta presente em grande mimero nos 
camundongos Nude. 

Nos anos 1980, foram obtidas evidencias convincentes de que celulas matadoras naturals sao 
realmente importantes para o reconhecimento e a eliminagao de uma variedade de celulas 
anormais, incluindo celulas tumorais. Finalmente, as conclusoes retiradas a partir das baixas 
taxas de cancer nos camundongos Nude tiveram um valor limitado, ja que esses animals 
continuavam a apresentar componentes funcionalmente importantes do sistema imune. De 
qualquer forma, camundongos Nude, bem como outros tipos de camundongos imunocom- 
prometidos, tern se mostrado de grande valor na pesquisa do cancer. 

Tambem foram apresentadas evidencias de que certos tumores induzidos quimicamente em ca¬ 
mundongos eram antigenicos e poderiam ser reconhecidos e eliminados pelo sistema imune. Por 
exemplo, em um grupo de experimentos, celulas de um tumor induzido por 3-metilcolantreno 
(3MC) foram irradiadas previamente a injegao em camundongos, a fim de prevenir a sua prolife- 
ragao nos hospedeiros (Figura 15.17). (A indugao quimica do tumor foi realizada na mesma cepa 
de camundongos em que as celulas foram injetadas.) Subseqiientemente, os camundongos rece- 
beram uma segunda injegao de celulas tumorais viaveis originadas do mesmo tumor ou ainda de 
um outro tipo de tumor induzido por 3MC; as celulas provenientes do mesmo tumor nao cresce- 
ram, enquanto as celulas do outro tipo de tumor proliferaram e formaram uma nova massa tumo¬ 
ral. Isso indica que os dois tumores sao antigenicamente distintos e que a exposigao inicial a celulas 
mortas foi capaz de imunizar os camundongos contra celulas vivas originarias do mesmo tumor. 
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Assim, celulas tumorais que apresentam antfgenos diferentes, sob certas condi^oes, poderiam 
incitar o sistema imune a atacar e eliminar tais celulas. 


15.8 O uso de camundongos geneticamente modificados leva ao 
ressurgimento da teoria da imunovigilancia 

Na metade dos anos 1990, varias linhas de pesquisa deram uma nova diregao a, entao desacredi- 
tada, teoria da imunovigilancia. Esses experimentos foram realizados em virtude do advento da 
tecnologia para a geragao de linhagens de camundongos com alteragoes genicas. Essa tecnica (veja 
a Barra lateral 7.10) foi explorada para criar camundongos cujo genoma apresentava a delegao de um 
ou mais genes conheddos por exercerem papeis fundamentals no funcionamento do sistema imune. 

Um grupo de experimentos empregou camundongos com delegao do receptor para o interfe- 
ron-y por meio da inativagao direcionada do gene responsavel por sua linhagem germinativa. 
Assim como fatores de crescimento, o IFN-y e um fator proteico difusi'vel que faz a sinaliza- 
gao entre celulas e induz respostas celulares por ligar e ativar um receptor de superficie cogna¬ 
te. De forma importante, nao ha relates para a liberagao de IFN-y a partir de outras celulas 
que nao pertengam ao sistema imune. Conseqiientemente, quaisquer mudan^as observadas 
apos a dele^ao do gene para o receptor de IFN-y do genoma de camundongos poderiam ser 
atribui'das a defeitos associados a celulas imunes ou a suas interagoes com o restante das 
celulas do organismo. De maneira interessante, camundongos com dele^ao genica do recep¬ 
tor de IFN-y de todas as celulas foram 10 a 20 vezes mais suscetfveis para a indugao de 
tumores pelo carcinogeno qufmico 3-metilcolantreno. 

Em uma outra serie de experimentos, as celulas tumorais foram induzidas a expressar um 
receptor para IFN-y mutante, nao responsivo ao IFN-y liberado por varios tipos de imunoci- 
tos. Essas celulas foram entao injetadas em camundongos selvagens e apresentaram um perfil 
mais tumorogenico do que outras celulas que continham o receptor funcional. Esses experi¬ 
mentos em particular sugeriram que o receptor para IFN-y expresso por celulas tumorais as 
torna capazes de responder ao IFN-y liberado de imunocitos, e essa resposta geralmente 
previne ou retarda o crescimento de tumores formados por essas celulas. 

Esses efeitos interessantes do IFN-y poderiam ser associados, pelo menos em parte, as agoes 
das celulas matadoras naturals. As celulas matadoras naturals foram descobertas e assim de- 
nominadas por sua capacidade inata de reconhecer celulas tumorais como anormais, elimi- 
nando-as. Uma vez que as celulas matadoras naturais identificam celulas tumorais como 
alvos a serem eliminados, elas levam a produgao local de IFN-y. O IFN-y liberado, por sua 
vez, inicia uma serie de respostas distintas. 

Como mencionado anteriormente, o IFN-y capacita as celulas matadoras naturais a atrair outros 
tipos de celulas imunes para auxiliar na eliminagao das celulas tumorais, amplificando, dessa 
maneira, as respostas do sistema imune. Dentre as celulas imunes responsivas estao os macrofagos, 
os quais nao apenas auxiliam o processo de eliminagao celular de forma direta, mas tambem 
indiretamente, funcionando como celulas apresentadoras de antfgenos profissionais (APCs) que 
processam e expressam moleculas antigenicas derivadas das celulas-alvo (veja a Figura 15.6). 

Ao mesmo tempo, o IFN-y estimula as celulas tumorais a apresentarem, em sua superffeie, 
nfveis aumentados de moleculas MHC de classe I, que podem carregar antfgenos oligopeptf- 
dicos capazes de evocar respostas imunes adaptativas ainda mais refmadas. Isso ajuda a expli- 
car por que celulas transformadas que nao possuem o receptor para IFN-y sao mais tumoro- 
genicas do que celulas que apresentam esse receptor. Todas essas respostas foram alteradas em 
camundongos com delegao genica para o receptor de IFN-y; esses camundongos tambem 
apresentaram maior suscetibilidade ao desenvolvimento de certos tumores espontaneamen- 
te. Quando analisados em conjunto, tais experimentos fornecem evidencias convincentes 
acerca do papel fundamental do sistema de imunovigilancia nos mecanismos de tumoroge- 
nese, ao menos de tumores induzidos quimicamente em camundongos. 
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Figura 15.17 Imunizagao de camundongos 
pela exposigao de celulas tumorais mortas 
Camundongos foram inicialmente injetados 
com celulas tumorais irradladas (vermelho) 
derivadas de um tumor induzido 
quimicamente. Quando esses 
camundongos foram subsequentemente 
injetados com celulas vivas do mesmo 
tumor, as celulas nao cresceram {esquerda, 
inferior). Entretanto, quando eles foram 
injetados com celulas vivas de um segundo 
tumor (azuf), as celulas proliferaram e 
formaram uma massa tumoral [direita, 
inferior). 0 experimento reciproco (nao- 
mostrado) produz resultados opostos, isto e, 
a injegao de celulas tumorais azuis mortas 
tornaram os camundongos imunes ao 
tumor azul, mas nao ao tumor vermelho. 
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Figura 15.18 Proteinas RAG e rearranjo do gene TCR As proteinas RAG-1 e RAG-2 sao 
responsavels pelo rearranjo de segmentos de DNA que leva a formagao tanto de moleculas 
de anticorpo como de receptores de celulas T (TCRs). (A) Este diagrama llustra a 
organizagao de genes nao-rearranjados que codificam as cadeias a e p do TCR. As proteinas 
RAG-1 e RAG-2 rearranjam as versoes das linhagens germlnativas desses dols genes por 
melo da delegao de segmentos intragenicos e da fusao auxlliar de segmentos de DNA 
relaclonados, prevlamente distantes, com o gene a e com o gene p. 0 rearranjo com o gene 
a e obtido quando as proteinas RAG justapdem urn segmento L que codifica uma sequencia 
principal (L) na porgao N-termlnal da cadeia a com urn dos segmentos de genes de 70 a 80 
Va {vermelho) e urn dos segmentos 61 Ja {amarelo)', uma vez que a escolha dos segmentos 
Va e Ja Individuals a serem fuslonados e essenclalmente aleatoria, Isso resulta em urn 
grande numero de comblnagdes de segmentos Va e Ja llgados e urn numero 
comparativamente grande de bolsos de ligagao de antigenos. Urn conjunto semelhante de 
rearranjos ocorrendo Independentemente sobre urn cromossomo diferente resulta na 
formagao de segmentos que codificam a cadeia p do TCR. Ja que os dominios de 
reconhecimento antigenico sao criados cooperativamente pelas sequencias de aminoacidos 
codificadas pelas cadeias a e p, esses rearranjos medlados por RAG1/2 dos genes que 
codificam para o TCR sao capazes de originar urn grande numero de dominios de ligagao a 
antigenos distintos. (B) 0 TCR (acima) sobre a superficie de uma celula T citotdxlca (Tq, CTL) 
capacita a celula T a reconhecer urn antigeno ollgopeptidico especifico {amarelo) expresso 
por uma molecula MFIC de classe I (abaixo, veja tambem a Figura 15.7B) sobre a superficie 
de uma celula-alvo potencial; esse reconhecimento e ligagao pelo TCR e obtido por seus 
dominios Vae Vp (a/gas coloridas), cuja geragao e descrita no painel A. (Confusamente, o 
dominio Va do receptor TCR e criado pela justaposigao dos segmentos Va e Ja de DNA do 
loco da cadeia a, enquanto o dominio vp e criado pela fusao dos segmentos vp, Dp e Jp de 
DNA do loco da cadeia p, todos ilustrados no painel A.) Uma vez que o reconhecimento 
tenha ocorrido, pode resultar na morte da celula-alvo (veja a Figura 15.12). Considerando que 
os TCRs tambem sao usados pelas T|_| e Tp^gS para outras fungoes imunes {nao-mostrado: 
veja a Figura 15.14), a perda de TCRs causada pela inativagao do gene RAG leva ao 
comprometimento de muitos componentes da versatil resposta imune celular, bem como da 
inativagao da resposta imune humoral, que depende do rearranjo de genes de anticorpos 
mediado por RAG1/2. (Extraida de C.A. Janeway Jr. et al., Immunobioloy, 6th Ed., New York: 
Garland Science, 2005.) 
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A teoria da imunovigilancia foi reforgada por dados obtidos com camundongos que apresen- 
tam defidencia no gene que codifica a perforina, a protema utilizada pelos linfocitos e pelas 
celulas matadoras naturals para eliminar celulas-alvo. Cabe relembrar que a perforina e utili¬ 
zada por celulas citotoxicas para produzir poros na membrana plasmatica de celulas a serem 
eliminadas, permitindo a entrada de granzimas indutoras de apoptose (veja a Figura 15.12A). 
Camundongos com alteragoes geneticas para a produgao de perforina apresentaram uma 
incidencia aumentada do numero de tumores espontaneos e foram mais suscetiVeis ao desen- 
volvimento de tumores apos a exposigao ao 3-metilcolantreno. 

Similarmente, um aumento da suscetibilidade ao cancer foi observado em camundongos 
com delegao genica para as proteinas RAG-1 e RAG-2; essas duas proteinas sao responsavels 
pelo rearranjo dos genes que codificam moleculas soliiveis de anticorpos, bem como daqueles 
que codificam os receptores de cdulasT (TGRs) de reconhecimento antigenico (Figura 15.18). 
Esses camundongos sem RAG-1 ou 2 nao apresentam linfocitos T ou B, celulas TyS (nao 
discutidas posteriormente neste capltulo) e uma subclasse de celulas matadoras naturals, de- 
nominadas celulas matadoras naturals T. Gomo conseqiiencia, eles tern as respostas imunes 
adaptativas seriamente comprometidas. 
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Por exemplo, em um experimento, o tratamento com 3-MC induziu o desenvolvimento de 
sarcomas em 30 de 52 camundongos RAG-2"^', enquanto apenas 11 de 57 animals selvagens 
com a mesma bagagem genetica e tratados em paralelo formaram esses tumores. Os animais 
mutantes foram bem mais suscetiVeis ao desenvolvimento de tumores espontaneos. Assim, 
50% dos camundongos negativos para RAG-2 com mais de 18 meses apresentaram neopla¬ 
sias gastrintestinais espontaneamente - um tipo de tumor que e relativamente raro em ca¬ 
mundongos selvagens da mesma idade. 

Possivelmente, a evidencia mais convincente acerca do papel da imunovigilancia na pre- 
ven^ao do cancer se origina de estudos detalhados sobre o crescimento de sarcomas in- 
duzidos por 3-MC em camundongos selvagens e RAG2'^'. Quando celulas tumorais pre- 
paradas desses dois grupos de sarcomas foram transplantadas em outros camundongos 
RAG2'^', ambos os grupos de sarcomas produziram tumores nos novos hospedeiros com 
alta eficiencia (Figura 15.19). 

Todavia, um perfil bastante distinto foi observado quando celulas tumorais foram transplan¬ 
tadas em camundongos selvagens singenicos (e, portanto, imunocompetentes). Celulas de 
17 tumores previamente induzidos em camundongos selvagens foram capazes de gerar tu¬ 
mores em todos os novos hospedeiros. Ao contrario, celulas de 8 de 20 tumores que foram 
previamente induzidos por 3-MC em camundongos RAG2'^' nao produziram tumores, sen- 
do rejeitados pelo sistema imune dos animais selvagens (veja a Figura 15.19). 

Essas observagoes abriram novas perspectivas sobre uma nova dimensao da imunologia tu¬ 
moral. Elas sao sugestivas de que, quando celulas transformadas por 3-MC crescem em um 
hospedeiro imunocompetente, aquelas que parecem ser fortemente imunogenicas (e, assim, 
capazes de evocar algum tipo de resposta imune) sao efetivamente eliminadas pelo hospedei¬ 
ro, resultando na sobrevivencia e no crescimento de celulas tumorais que se tornaram fraca- 
mente imunogenicas. Estas ultimas podem proliferar e format tumores em seus hospedeiros de 
origem ou fazer o mesmo quando transplantadas para outros hospedeiros imunocompeten¬ 
tes. Assim, esses tumores representam uma subclasse daqueles que originalmente cresceram 
nos hospedeiros primarios. Os tumores altamente imunogenicos sao aparentemente elimina- 
dos no inlcio da progressao tumoral pelo sistema imune do hospedeiro (veja a Figura 15.19). 

Por outro lado, quando celulas transformadas por 3-MC crescem em um hospedeiro imuno- 
comprometido (veja a Figura 15.19A), duas classes de tumores sao inicialmente formadas, 
como anteriormente - aquelas que sao muito imunogenicas e aquelas que sao pouco imuno¬ 
genicas; ambos os tipos de celulas tumorais sobrevivem em um hospedeiro imunodeficiente. 
Mais tarde, quando esses tumores sao transplantados em hospedeiros imunocompetentes, 
aqueles tumores que apresentam alto potencial imunogenico nao formam tumores, enquan¬ 
to aquelas que sao pouco imunogenicos sao capazes de originar tumores. Pode-se conduit 
que, em camundongos tipo selvagem, um sistema imune funcional exerce um papel impor- 
tante e efetivo na eliminagao de uma fragao significativa dos tumores induzidos inicialmente 
por 3-MC. 

Estes dados indicam que o sistema imune desses camundongos exerce um papel ativo na 
determinagao da identidade de tumores em crescimento e dos anti'genos que eles expressam. 
Essa intervengao ativa no fenotipo tumoral tern sido denominada de imunoedigao, para 
indicar a eliminagao de alguns tumores e a tolerancia a outros. A imunoedigao pode ser 
considerada um tipo de selegao darwiniana, no qual a forga seletiva e criada pelo ataque 
direcionado do sistema imune sobre tumores incipientes. 


15.9 O sistema imune humane exerce um papel crucial na 
eliminagao de varies tipos de cancer 

Uma vez que a biologia de camundongos e humanos difere em muitos aspectos, e necessario 
interpretar os resultados apresentados anteriormente com cautela, quando se tenta compreender 
o papel do sistema imune humano na defesa contra o cancer. Alem disso, os carcinogenos 
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qui'micos usados nos experimentos descritos anteriormente podem originar tumores em ca- 
mundongos que estao longe de ser mais imunogenicos ou antigenicos do que aqueles que 
crescem espontaneamente em humanos (a ser discutido na Se^ao 15.12). 


(B) 


Figura 15.19 Efeitos da fungao imune sobre o desenvolvimento de respostas 
imunes antitumorais Ambos, camundongos selvagens e RAG2ri- 
imunocomprometidos, foram expostos ao potente carcinogeno 3-metilcolantreno 
(3-MC). (A) Quando os tumores induzidos nos camundongos RAG2-/-foram 
transplantados novamente nos hospedeiros RAG2+, todos eles originaram tumores 
{acima). Entretanto, quando os tumores induzidos nos camundongos RAG2+ foram 
transplantados novamente em hospedeiros selvagens, 8 de 20 tumores nao se 
formaram (abako). Cada linha representa a cinetica e crescimento de urn unico 
tumor implantado. (B) Este e outros experimentos utilizando tumores induzidos em 
camundongos selvagens {nao-mostrado) sao resumidos aqui. Depois da 
exposigao ao 3-l\/IC, os camundongos selvagens desenvolveram menos tumores 
{azutj do que os mutantes RAG2ri- (azul e vermelho). Os tumores de dois grupos de 
camundongos foram removidos, e as celulas de cada grupo foram transformadas 
em uma linhagem celular que poderia ser propagada in vitro. As celulas de cada 
uma dessas linhagens foram transplantadas de novo tanto em camundongos 
selvagens quanto em RAG2+. As celulas de todos os tumores que apareceram 
inicialmente nos camundongos selvagens {azul) foram capazes de former novos 
tumores em ambos os hospedeiros, selvagens e RAG2+ [esquerda). No entanto, 
celulas de todos os tumores originados e crescidos inicialmente nos RAG2-I- foram 
capazes de former novos tumores nos camundongos RAG2ri- {vermelho, azul), mas 
apenas algumas delas foram capazes de originar tumores nos selvagens {direlta). 
Esses experimentos sugeriram que o 3-MC induziu inicialmente dois tipos de 
celulas tumorais em todos os camundongos: muito imunogenicas {vermelho) e 
pouco imunogenicas {azul). Ambas, celulas vermelhas e azuis, formaram tumores 
nos camundongos RAG2-I-, mas apenas as celulas azuis formaram tumores nos 
camundongos selvagens, ja que quaisquer celulas tumorais vermelhas formadas 
foram eliminadas pelos sistemas imunes funcionais destes camundongos. Isso 
indicou que os tumores que se desenvolveram nos camundongos selvagens ja 
foram selecionados como sendo fracamente imunogenicos e, assim, capazes de 
former novos tumores em outros camundongos selvagens. (A, extraida de V 
Shakaran, H. Ikeda, A.T Bruce et al. Nature 410:1107-1111,2001.) 
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Entretanto, evidencias obtidas na decada de 1990 fornecem indica^oes claras de que o sis- 
tema imune humane exerce um importante papel na elimina^ao do cancer. De grande rele- 
vancia sao as observa^oes indicando que indivi'duos imunocomprometidos sao mais susceti'- 
veis do que a popula^ao geral a desenvolver cancer. 


Figura 15.20 Populagoes 
imunossuprimidas (A) 0 numero de 
transplantes de orgaos realizados tern 
crescido progressivamente nas ultimas 2 
decadas. Essa tabela lista o numero de 
transplantes de orgao de varios tipos que 
foram realizados nos Estados Unidos no 
ano de 2002. (Em meados de 2003, mais 
de 66.000 transplantes de coragao e 17.000 
de pulmao tinham sido realizados 
mundialmente desde que esses 
procedimentos foram introduzidos na 
clinica.) (B) 0 numero de individuos 
imunossuprimidos por serem receptores de 
orgaos de doadores alogenicos 
ultrapassou o numero de pessoas que 
foram infeefadas pelo virus da 
imunodeficiencia humana e que estao em 
varios estagios de desenvolvimento da 
AIDS. (A, extraida de C.A. Janeway Jr. et al., 
Immunobiology, 6th Ed., New York: Garland 
Science, 2005; B, extraida da Organizagao 
Mondial de Saiiide Atualizagao Epidemica 
da AIDS, 2003.) 


Na verdade, nao havia muitos indivi'duos imunocomprometidos ate recentemente. Aqueles 
que nasciam com sistema imune nao-funcional morriam no im'cio da vida, enquanto outros 
que apresentavam um comprometimento do sistema imune em bases mais adiantadas morriam 
em conseqiiencia de doengas infecciosas. Contudo, nas ultimas decadas, o numero de indivi- 
duos que sobrevivem por pen'odos prolongados, mesmo sendo imunodeficientes, tern au- 
mentado dramaticamente, por tres razoes. 


Primeiramente, transplantes de orgaos envolvendo rim, coragao e ffgado se tornaram co- 
muns no mundo desenvolvido (Figura 15.20A). Uma vez que esses orgaos sao de doadores, 
na maioria das vezes geneticamente diferentes, as celulas do doador sao reconhecidas como 
estranhas (i. e., alogenicas e, portanto, imuno-incompadveis) pelo sistema imune do indivi- 
duo transplantado, sendo ativados mecanismos de rejeigao. Essa reagao indesejavel do sis¬ 
tema imune contra orgaos transplantados pode ser controlada pelo tratamento cronico com 
varias classes de drogas imunossupressoras. 

Segundo, independentemente das imunodeficiencias induzidas clinicamente, estao os 40 
milhoes de pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiencia humana (HIV) no mundo; 
como conseqiiencia, existe um aumento do numero de indivi'duos que sofrem da sindrome 
da imunodeficiencia adquirida (AIDS; Figura 15.20B). Terceiro, o longo tempo de vida das 
pessoas imunocomprometidas, incluindo transplantados e muitos pacientes infectados com 
o HIV, tern sido favorecido pelo desenvolvimento e uso de um vasto grupo de antibioticos (i. e., 
antibacterianos), antifungicos e antivirais. Esses pen'odos prolongados de sobrevivencia dos 
pacientes imunocomprometidos representam intervalos de tempo suficientes para a progres- 
sao de lesoes pre-malignas que estavam latentes nesses indivi'duos, avangando para um estado 
clinicamente aparente. 


Milhares de pacientes transplantados desenvolveram uma variedade de tumores solidos e 
hematopoieticos nas duas ultimas decadas. Como discutido anteriormente, uma peque- 
na parcela desses tumores sao originados de celulas metastaticas provenientes dos doado¬ 
res, que escaparam ao processo de detecgcao durante o transplante, se multiplicando de 
maneira agressiva no organismo dos receptores. Esses tumores parecem ser de origem 
alogenica (i. e., do orgao do doador), de acordo com a analise dos marcadores geneticos 
compartilhados por eles. Entretanto, os tumores produzidos por celulas transplantadas 
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nao fornecem dados adicionais que ajudem a esclarecer se tumores de origem endogena 
(i. e., tumores autoctones) crescem com maior freqtiencia em pacientes imunocompro- 
metidos. 

Na realidade, muitos tumores autoctones tern sido observados em pacientes com imunossu- 
pressao. Um estudo australiano acompanhou pacientes que receberam transplantes de rim 
por pen'odos de ate 24 anos depois do procedimento cirurgico; 72% desses pacientes desen- 
volveram pelo menos um tipo de cancer. Um estudo similar, nos Estados Unidos, identificou 
um aumento de 3 a 5 vezes no risco de desenvolvimento de cancer em pacientes transplanta- 
dos. Pacientes que recebem transplante de flgado comumente desenvolvem novos tumores 
apos cinco anos do procedimento e do im'cio da terapia imunossupressora. O sistema de 
registro de transplantes de Ohio tern mais de 15 mil casos de neoplasias catalogados em 
pacientes transplantados. 

Os tipos mais comuns de cancer em pacientes transplantados sao aqueles associados a infec- 
96 es virais, compreendendo um aumento de 400 a 500 vezes do risco de desenvolver sarcoma 
de Kaposi, uma neoplasia de precursores hemangioblasticos das celulas endoteliais (causado 
pelo herpesvirus humane 8 , HHV- 8 ); um aumento de 28 a 49 vezes no risco de desenvolver 
doen^as linfoproliferativas, incluindo doen^a de Hodgkin (a maioria delas parece estar rela- 
cionada com infec^oes pelo virus Epstein-Barr - EBV); um aumento de 100 vezes na inci- 
dencia de carcinoma vulvar de celulas escamosas ou carcinoma anal (induzido por papiloma- 
virus, HPV); um aumento de 20 a 38 vezes do risco de carcinomas hepatocelulares (geral- 
mente causado pelos virus da hepatite B ou C — HBV e HCV); e um risco aumentado de 14 
a 16 vezes para o desenvolvimento de carcinomas uterinos in situ (tambem associados a 
infec 96 es pelo HPV). 

Taxas aumentadas de tumores associados a virus sao observadas em pacientes com imunode- 
ficiencias congenitas ou HIV-positivos com AIDS. Em conjunto, essas observances mostram 
de maneira clara que o sistema imune representa uma ferramenta importante contra, pelo 
menos, 20 % dos tumores humanos mundialmente, cujo desenvolvimento esta, de forma 
direta ou indireta relacionado com os virus mencionados anteriormente. 

A efetividade expressiva do sistema imune normal em ativar defesas contra tumores in- 
duzidos por virus e ilustrada pelo fato de que 90% dos adultos do ocidente sao infecta- 
dos pelo virus potencialmente oncogencico, o Epstein-Barr, embora neoplasias associa- 
das a esse virus sejam relativamente incomuns na popula^ao geral. Para citar um outro 
exemplo, a introdunao de terapia multidrogas para suprimir a replicanao do HIV resulta 
na recuperanao da competencia imunologica em um grande numero de pacientes infec- 
tados; como conseqiiencia, a incidencia de novos casos de sarcoma de Kaposi na AIDS 
diminuiu cerca de 40 vezes. 

Esses estudos nao determinam os mecanismos precisos pelos quais os tumores associados 
a virus podem ser controlados pelo sistema imune. Seria possivel proper dois modelos 
plausiveis a fim de explicar esse controle. (1) O sistema imune e normalmente responsi¬ 
ve na protenao contra varies tipos de infecnao viral, independentemente da capacidade 
desses virus em causar cancer. Na ausencia de um sistema imune completamente funcio- 
nal, muitos virus, incluindo aqueles oncogenicos, sao capazes de persistir e proliferar por 
longos pen'odos no organismo, ao contrario do que em geral acontece com infec^oes 
virais, que sao rapidamente eliminadas pelo sistema imune. (2) Alternativamente, o sis¬ 
tema imune normal e responsavel por reconhecer e eliminar celulas transformadas por 
virus. Em individuos imunocomprometidos, essas celulas podem ser capazes de sobrevi- 
ver indefinidamente. 

Um ou ambos os mecanismos poderiam explicar as taxas bastante aumentadas de tumo¬ 
res induzidos por virus em pessoas imunocomprometidas. Em pacientes com AIDS, por 
exemplo, altos niveis circulantes do virus Epstein-Barr nao sao comumente observados, 
enquanto os niveis de celulas linfoides infectadas pelo virus em alta atividade de prolife- 
ra^ao aumentam dramaticamente, originando linfomas induzidos por virus. Como con- 
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seqiiencia, na AIDS, a elimina^ao de celulas infectadas pelo virus, mais do que o proprio 
virus, parece estar comprometida. (No organismo de indivi'duos normals infectados com 
EBV, o que representa 90% da popula^ao geral, 5% das celulas T citotoxicas de longa 
dura^ao reagem com certos antfgenos EBV, indicando que o sistema imune celular nor- 
malmente envolve, em grande parte de sens mecanismos, o controle de agentes infeccio- 
sos como o EBV — nesse caso, eliminando as celulas que carregam virus em prolifera^ao.) 

Porem, tumores induzidos por virus representam apenas uma pequena parte dos tipos de 
cancer rotineiramente tratados na clmica oncologica. Isso leva questionar se o sistema 
imune poderia de fato apresentar defesas contra a maior parte dos tumores humanos (~ 
80%) que nao sao de origem viral. De fato, um risco aumentado de duas a quatro vezes 
na incidencia de melanomas foi encontrado entre adultos transplantados, enquanto um 
aumento de tres vezes foi observado no numero de sarcomas nao-Kaposi em rela^ao a 
popula^ao geral. Uma popula^ao de pacientes que receberam transplante de cora 9 ao apre- 
sentou uma eleva 9 ao de 25 vezes no risco de carcinomas de pulmao. Registros de pacien¬ 
tes transplantados na Australia, Nova Zelandia e Escandinavia revelaram taxas elevadas 
de carcinomas de colon, pulmao, bexiga e rim, bem como de tumores do sistema imune 
(Tabela 15.1). As tentativas de associar esses tumores com infec^oes virais nao tiveram 
sucesso. 

Uma outra serie de evidencias completamente independente confirma o papel das defesas 
imunes na prote 9 ao contra o cancer. Esse estudo e derivado de observa 96 es histopatologicas 
mostrando que tumores humanos freqiientemente tern um numero substancial de linfocitos 
infiltrados na massa tumoral (Figura 15.21). Esses linfocitos que infiltram tumores (TILs) 
poderiam representar um outro tipo de celulas do estroma que sao recrutadas para a massa 
tumoral pelas celulas neoplasicas a fim de permitir a expansao do tumor como um todo, 
como levantado no capi'tulo 13. Entretanto, uma explica 9 ao alternativa e ainda mais intri¬ 
gante: estes TILs podem ter sido enviados pelo sistema imune a fim de eliminar as celulas 
tumorais. 

Observa^oes de um grupo de pacientes com carcinoma ovariano forneceram algumas das 
evidencias mais dramaticas que suportam a segunda alternativa. Esse estudo correlacionou o 
curso clmico da doen^a com a presen^a ou ausencia de um numero substancial de linfocitos 
infdtrantes nos tumores. Em um grupo de pacientes que foi submetido a cirurgia para a 
remo^ao da massa tumoral seguida de quimioterapia, 74% sobreviveram por mais de cinco 
anos, nos casos em que os tumores apresentavam um grande numero de TILs. Por outro lado, 
a taxa de sobrevida nos pacientes com tumores que nao apresentavam popula^oes significativas de 
TILs foi de apenas 12%. 

Perfis semelhantes foram observados em pacientes com melanoma, infiltrados por uma gran¬ 
de quantidade de linfocitos; esses pacientes tiveram uma sobrevida de 1,5 a 3 vezes maior 
apos o diagnostico do que aqueles pacientes que possui'am um numero limitado de linfocitos 
infdtrantes. Outras correlafoes adicionais foram feitas entre a presen^a desses linfocitos infd¬ 
trantes e a sobrevivencia de pacientes com carcinoma de mama, vesi'cula, colon, prostata e 
reto. Novamente, tais observances, ainda que dramaticas, sao apenas uma proposinao e nao 
provam defmitivamente que esses linfocitos sao agentes importantes responsaveis por frear a 
progressao tumoral. 

Alem disso, esses estudos nao avaliaram o papel da resposta imune humoral na defesa contra 
os varies tipos de cancer. Na realidade, alguns estudos demonstraram a presen^a de anticor- 
pos antitumorais no sangue de pacientes com varies tipos de cancer; a presen^a desses anti- 
corpos sugere claramente a ocorrencia de algum tipo de imunovigilancia. Contudo, mais 
uma vez, nao esta claro se esses anticorpos contribuem para eliminar as celulas tumorais do 
organismo. 

Finalmente, a maior parte das conclusoes que suportam a teoria da imunovigilancia e oriun- 
da de relates, alguns deles ja mencionados, mostrando que as celulas tumorais empregam 
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Tabela 15.1 Incidencia de cancer em pacientes transplantados imunossuprimidos® 


Sitio do cancer 

N“ de casos obsen/ados 

N° de cases esperados*’ 

Taxa observado/esperado 

Pele sem melanoma 

127 

5,1 

24,7 

Tireoide, outros endocrinos 

30 

2,1 

14,3 

Boca, lingua, labio 

22 

1,6 

13,8 

Cervice, vulva e vagina 

39 

3,6 

10,8 

Linfoma nao-Flodgkin 

25 

2,4 

10,3 

Rim, ureter 

32 

3,5 

9,1 

Bexiga 

26 

4,7 

5,5 

Colorretal 

38 

10,5 

3,6 

Pulmao 

30 

12,5 

2,4 

Cerebro 

10 

4,1 

2,4 

Prostata 

11 

5,2 

2,1 

Melanoma 

7 

4,1 

1,7 

Mama 

15 

13,6 

1,1 


'■Dados extraidos de S.A. Birkeland, H.H. Storm, L.U. Mamm et al., Int. J. Cancer 60:183-189, 1995, como adaptados por J. Peto, Nature 411:390-395, 2001. 
^Estes numeros representam os numeros de cases dos varies tumores esperados em uma populagao com a idade pareada em urn mesmo periodo. 
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Figura 15.21 Linfocitos infiltrantes de tumores (A) Esta imunocoloragao 
de urn carcinoma oral revela linfocitos Infiltrantes de tumor (TILs; 
marrom) que sao abundantes em certas areas do tumor e foram 
detectados com urn anticorpo que reconhece o antigeno CDS expresso 
pelos linfocitos T. Caracterizagoes mals detalhadas mostraram subtipos 
de linfocitos T entre essas celulas {nao-mostrado). (B) Esta 
Imunomarcagao demonstra que TILs, detectados novamente com 
urn anticorpo anti-CD3 [violeta-escuro), sao relativamente raros em 
urn tumor de mama nao-tratado (esquerda), mas se tornam 
abundantes em areas do tumor apos a quimioterapla com a droga 
quimioterapica paclltaxel {direita). (C) TILs sao frequentemente 
encontrados em carcinoma Invasive de celulas nao-pequenas de 
pulmao (NSCLCs; setas). Aqui, a expressao do antigeno CDS (cor- 
de-rosa escuro) indica que estas celulas sao principalmente 
linfocitos T citotoxicos (CTL, T^). (D) 0 prognostico cllnico de urn 


conjunto de pacientes com carcinoma de ovario foi afetado 
dramaticamente pelo fato de os tumores apresentarem ou nao 
concentragoes significativas de TILs. Como mostrado por essa curva 
de Kaplan-Meier, a proporgao de pacientes que sobreviveram depois 
do diagnostico inicial [ordenada] e mostrada versus os meses de 
sobrevivencia (abscissa). Aqueles pacientes cujos tumores 
apresentaram altos niveis de TILs (linha azul) se comportaram 
significativamente melhor do que aqueles cujos tumores nao tinham 
concentragoes significativas de TILs (linha vermelha). (A, extraida de 
TE. Reichert, L. Strauss, E.M. Wagner et al., Clin. Cancer Res. 8 : 3137- 
3145, 2002 ; B, extraida de S. Demaria, M.D. Volm, R.L. Shapiro et al., 
Clin. Cancer Res. 7:3025-3030, 2001; C, extraida de A. Trojan, M. 
Urosevic, R. Dummer et al., Lung Cancer 44:143-147, 2004 ; D, 
adaptada de L. Zhang, J.R. Conejo-Garcia, D. Katsaros et al., N. Engl. 

J. Med. 348:203-213, 2003.) 
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varias estrategias para escapar da detec^ao e elimina^ao pelo sistema imune. Uma discussao 
detalhada acerca dos mecanismos de imunoevasdo sera apresentada mais adiante. No momen- 
to, e suficiente considerar que as celulas tumorais ativam varies mecanismos para reduzir a 
resposta imunologica, de forma que possam escapar do sistema imunologico. Embora tam- 
bem sejam correla^oes, essas observa^oes com freqtiencia represen tarn evidencias convincen- 
tes de que a imunovigilancia e a imunoevasao constituem parte de uma dinamica importante 
na progressao tumoral. 


15.10 Diferen^as sutis entre tecidos normals e tecidos neoplasicos 
podem permitir que o sistema imune seja capaz de 
distingui-los 

O sucesso das defesas imunes contra agentes infecciosos depende da capacidade de reconhe- 
cer esses invasores como estranhos ao organismo humane. Agentes infecciosos invariavel- 
mente apresentam moleculas que demonstram a sua origem, provocando o ataque por celu¬ 
las especializadas do sistema imune inato e adaptativo. Tipicamente, essas moleculas estra- 
nhas contem seqiiencias de oligopeptfdeos que sao reconhecidas como diferentes daquelas 
existentes nas protemas nativas do proprio organismo. 

Ao mesmo tempo, um sistema imune perfeitamente funcional nao detecta protemas e 
seqiiencias de aminoacidos que sejam nativas ao organismo — um reflexo da tolerancia 
imunologica discutida anteriormente. O fenomeno de tolerancia imunologica complica 
em muito as tentativas de compreender como o sistema imune seria capaz de fazer a 
defesa contra tumores espontaneos. Em ultima instancia, o sucesso dessas defesas depen¬ 
de de um ponto importante: o sistema imune pode reconhecer celulas tumorais que 
estao em crescimento no organismo como sendo estranhas, mesmo sendo elas nativas do 
corpo? 

A resposta a essa questao e bastante obvia. A vasta maioria das protemas que sao expressas 
pelos tumores e claramente normal, tanto na estrutura quanto nos niveis de expressao. Toda- 
via, dentre mais de 20.000 protei'nas expressas por tumores, existem especies distintas (ou 
variantes) que sao produzidas em um ou outro tipo de cancer, certamente em pequeno mi- 
mero e por apenas algumas celulas tumorais, mas que nao estao presentes nos tecidos nor- 
mais. Essas diferen 9 as estruturais, ainda que sutis, sao percebidas como estranhas, podendo 
iniciar uma resposta imune antigenica vigorosa. 

Um exemplo simples de anti'geno tumoral pode ser observado com as oncoprotemas Ras, as 
quais sao geradas por substitui^oes de aminoacidos nos residuos 12, 13 ou 61 de quatro 
subtipos de protemas Ras, presentes em celulas normals. Essas oncoprotei'nas exibem estru- 
turas qui'micas claramente alteradas, sendo que a seqiiencia de aminoacidos em uma onco- 
proteina Ras, que compreende e inclui um residuo alterado, pode, certamente, constituir um 
anti'geno oligopepti'dico capaz de evocar respostas imunes. De maneira similar, os numerosos 
alelos mutantes do gene supressor de tumores p53 podem apresentar substitui^oes de ami¬ 
noacidos que produzem versoes alteradas dessa protema, sendo imunogenicas em quase 50% 
dos tumores humanos que expressam a protema p53. 

Outros exemplos adicionais de protemas produzidas especificamente por tumores com- 
preendem transloca^oes cromossomais para protemas de fusao codificadas por pares de 
genes previamente nao-relacionados. Essas transloca^oes sao encontradas freqiientemen- 
te em neoplasias hematopoieticas. Pode-se destacar, por exemplo, a protema de fusao 
Bcr-Abl, que e encontrada em celulas de leucemia mielogenosas cronica (CML) (Se^ao 
4.6). Enquanto a maior parte da seqiiencia de aminoacidos das protelnas de fusao e 
estruturalmente identica as seqiiencias das duas protemas (Bcr e Abl) de celulas normals, 
a pequena regiao onde essas duas protemas se juntam constitui uma nova seqiiencia de 
aminoacidos que pode ser potencialmente reconhecida como estranha, sendo, portanto, 
imunogenica. 
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For causa da instabilidade genetica das celulas tumorais (Capi'tulo 12) e do grande mimero 
de ciclos celulares sucessivos pelos quais as linhagens celulares passam durante os varios esta- 
gios da progressao tumoral (veja a Figura 10.5), alelos mutantes que codificam protei'nas 
estruturalmente alteradas podem estar presentes com alta freqtiencia nos genomas dessas 
celulas. A maior parte desses alelos pode nao estar relacionada com a velocidade da prolifera- 
9 ao tumoral, constituindo intermediarios da instabilidade genomica, embora as protemas 
produzidas por esses alelos mutantes possam ser altamente imunogenicas - uma questao que 
sera rediscutida mais tarde. 

O melanoma pode fornecer um bom exemplo de um anti'geno que constitui um intermedia- 
rio da progressao tumoral. Ele expressa uma triosefosfato isomerase mutante (uma enzima- 
chave da glicolise). Considerando a fun 9 ao normal dessa protei'na, sua estrutura mutante nao 
parece exercer qualquer papel na patogenese tumoral. O processamento intracelular dessa 
protei'na produz um anti'geno oligopepti'dico mutante capaz de se ligar a protei'nas MHC de 
classe II com uma afmidade cinco vezes maior do que o oligopepti'deo normal. Essa liga 9 ao 
resulta em um aumento expressivo da apresenta^ao antigenica e de toda imunogenicidade do 
melanoma. 

De forma geral, as tentativas a fim de predizer a imunogenicidade de varias protei'nas e sua 
capacidade relativa de produzir respostas imunes consistentes e altamente desafiante. Muitas 
protei'nas que apresentam estruturas distintas podem ser ignoradas pelo sistema imune em 
compara^ao com as protei'nas celulares normals. Outras podem ser simplesmente toleradas, 
porque, apesar de serem estruturalmente distintas das protemas normals, elas podem estar 
presentes em m'veis baixos demais para que haja ativa^ao do sistema imune. A protei'na Ras 
pode exemplificar as duas situa^oes: as oncoprotei'nas Ras mutantes encontradas em muitos 
tumores humanos apresentam uma estrutura tridimensional proxima da normalidade e, como 
as protemas Ras normals, estao presentes em concentra^oes relativamente baixas em celulas 
tumorais. Alem disso, por causa da seqiiencia de aminoacidos, certos oligopeptfdicos mutan¬ 
tes podem nao ser prontamente ligados pelas moleculas competentes do sistema MHC dos 
pacientes (veja a Figura 15.7). 

Predizer a imunogenicidade tambem pode ser complicado pelo fato de que nao se com- 
preende totalmente as regras que regem o estabelecimento de tolerancia no sistema imune 
em desenvolvimento. Grande parte dessa tolerancia e obtida no timo ou na medula ossea 
durante o desenvolvimento embrionario e nas fases pos-natais precoces, nas quais os 
linfocitos B e T que adquirem reatividade imunologica a protemas normals sao elimina- 
dos ou funcionalmente inativados. Mais tarde, os linfocitos circulantes no organismo 
desenvolvem “tolerancia periferica” a protemas encontradas em si'tios distantes do timo 
ou da medula ossea. Novamente, a tolerancia e estabelecida pela elimina^ao de linfocitos 
que reconhecem anti'genos teciduais normals. Alem disso, as celulas T regulatorias des- 
critas na Se^ao 15.6 sao conhecidas por suprimir as a^oes dos linfocitos que escapam da 
elimina^ao por outros mecanismos. 

O que poderia acontecer se varias popula^oes de linfocitos em desenvolvimento nunca 
fossem expostas a certas protemas normals? Algumas protemas podem ser expressas ape- 
nas transitoriamente em estagios especi'ficos do desenvolvimento embrionario inicial, 
em um pen'odo anterior aquele em que a tolerancia imunologica e desenvolvida. Outras 
protefnas, como sugerido anteriormente, podem estar presentes em concentra^oes muito 
baixas, sendo que as popula^oes de linfocitos em desenvolvimento raramente vao perce- 
be-las, nao eliminando as poucas celulas capazes de reconhecer essas protemas pouco 
expressas. Ademais, outras protemas podem ser expressas em alguns tecidos “imunopri- 
vilegiados” como o cerebro, em que a vigilancia efetiva do sistema imune e usualmente 
bloqueada por mecanismos complexos que constituem a “barreira hematoencefalica”. 
Essa prote 9 ao tambem pode ocorrer no testi'culo, que parece ser protegido pela monito- 
ra^ao rotineira realizada por celulas do sistema imune. 


Em suma, uma variedade de mecanismos distintos pode prevenir o desenvolvimento de tole- 
rancia contra certas protemas celulares normals. Entretanto, se uma dessas protemas for ex- 
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pressa em mveis muito elevados por celulas tumorais, essas falhas no processo de toleran- 
cia imunologica podem permitir o reconhecimento imunologico de tais celulas. Por 
exemplo, a subunidade catah'tica da haloenzima telomerase, hTERT, nao e expressa em 
m'veis detectaveis em celulas humanas normals, embora possa ser encontrada em m'veis 
elevados em 85 a 90 % dos tumores humanos (veja a Se^ao 10.6); uma percentagem 
significativa de pacientes com cancer de fi'gado estudados no Japao mostra m'veis detec¬ 
taveis de anticorpos contra hTERT, que aumenta de forma equilibrada durante a pro- 
gressao tumoral. (Nao esta claro se esses anticorpos anti-hTERT tern qualquer efeito 
sobre o curso da progressao tumoral em tais pacientes.) 

De maneira similar, em muitos carcinomas de mama, o receptor HER2/Neu e frequente- 
mente expresso em m'veis muito mais elevados (10 a 20 vezes) do que os observados em 
tecidos epiteliais normals (Figura 4.6); novamente a reatividade imune pode ser ativada con¬ 
tra essa protema. Alguns melanomas humanos superexpressam carboidratos de superftcie, 
chamados de glangliosi'deos, que tambem podem ser capazes de ativar respostas imunes. A 
expressao de um desses carboidratos, denominado GD3, e algumas vezes significativamente 
maior em celulas de melanomas, em compara^ao com sens precursores celulares normals, os 
melanocitos. Em cada um desses casos, as protemas superexpressas ou as moleculas de carboi¬ 
dratos levam a ativa^ao do sistema imune, como poderia ser esperado. 

Imagine que uma celula tumoral expressasse uma protema embrionaria que nao ocorre 
em tecidos normals adultos - uma situa^ao comumente vista em muitos tipos de tumo¬ 
res humanos. Essas protefnas embrionarias poderiam representar anti'genos potentes 
quando expressas em tecidos adultos. Por meio de outro mecanismo - os splicings alter- 
nativos de precursores do mRNA — versoes estruturalmente diferentes de protemas nor¬ 
mals adultas estariam presentes em celulas tumorais, nunca tendo sido apresentadas pre- 
viamente ao sistema imune. 

Em conjunto, esses exemplos indicam que defesas imunologicas expressivas poderiam 
ser ativadas contra celulas tumorais que expressam protei'nas em localiza^oes anatomicas 
ectopicas, durante estagios de desenvolvimento em que nao deveriam ser encontradas ou 
em m'veis elevados acima dos normals. Ocasionalmente, essas respostas imunologicas 
contra tumores, as quais sao resultantes de uma quebra de tolerancia, sao algumas vezes 
contraprodutivas para os pacientes com cancer, pois podem ocasionar certos tipos de 
desordens auto-imunes estranhas. 


15.11 O reconhecimento imune de tumores pode ser retardado 
ate estagios avan^ados da progressao tumoral 

Quando a resposta imune antitumoral se torna ativa durante os varios estagios da progressao 
tumoral? Alguns imunologistas que estudam o cancer acreditam que, no im'cio da progressao 
tumoral, os aglomerados de celulas tumorais podem ser muito pequenos para serem reconhe- 
cidos pelo sistema imune. Assim, eles propoem que o reconhecimento pelo sistema imune 
pode ocorrer apenas mais tarde, quando os tumores se tornam grandes o sufidente e adqui- 
rem a capacidade de invadir tecidos adjacentes. 

As evidencias indicativas de uma rela^ao entre a invasibilidade das celulas tumorais e a inicia- 
^ao do reconhecimento imune dessas celulas nao sao defmitivas. Como foi visto nos dois 
capi'tulos anteriores, o processo de invasao envolve, dentre outras coisas, o recrutamento de 
numerosos tipos celulares que, em conjunto, originam uma resposta inflamatoria. Essa res¬ 
posta inflamatoria e, por sua vez, intimamente conectada com os processos que normalmen- 
te contribuem para o reparo tecidual. 

E possi'vel imaginar que o processo de reparo tecidual envolve dois processos biologicos dis- 
tintos. Primeiro, o tecido lesado deve ser reconstrui'do; isso envolve a ativa9ao de fibroblastos 
do estroma, etapas de transi^ao epiteliais-mesenquimais reversi'veis de celulas epiteliais (EMTs) 
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Figura 15.22 Papeis multiplos de 
maorofagos Macrofagos exercem papeis 
fundamentais na promogao de cicatrizagao 
e na progressao tumoral; ao mesmo tempo, 
eles agem como agentes do sistema imune 
para apresentar antigenos tumorais e para 
eliminar celulas tumorais. Parece que estas 
diferentes fungoes sao realizadas por 
diferentes subtipos de macrofagos. (A) 
Neste sitio de reparo de uma lesao de pele 
em urn camundongo, macrofagos {marram) 
sao detectados em abundancia (sefas) 
atraves de urn anticorpo que reconhece o 
antigeno especifico de macrofagos F4/80 e 
0 marcador de receptor c-Fms {seta, parte 
interna). (B) Microscopia eletronica de 
transmissao revela que urn macrbfago esta 
envolvido com os corpos fagocitados de 
celulas apoptoticas (asfer/sco, parte escura) 
no centro de urn sitio de cicatrizagao. (C) 
Dois macrofagos {cor-de-rosa, acima, 
painel inferior) sao vistos no inicio da 
fagocitose de celulas tumorais no lumen 
dos ductos de urn carcinoma papilar da 
tirebide. (D) Macrofagos podem ser 
ativados por diversos sinais, tais como 
interferon-y (IFN-y) e lipopolissacarfdeo 
bacteriano (IPS), sendo o ultimo utilizado 
como adjuvante para potencializar a 
resposta imune. Uma vez ativados, eles 
podem funcionar como apresentadores de 
antigeno para as celulas-T auxiliares e para 
induzir a morte tumoral por citotoxicidade 
celular anticorpo-dependente (ADCC). 
Agindo de urn mode contrario, a hipoxia, 
bem como uma variedade de sinais 
fisioibgicos liberados pelos tumores (ver 
Capitulos 13 e 14) ativam os macrbfagos e 
fazem com que eles aumentem a 
progressao tumoral. (A e B, extraidas de P 
Martin, D. D’ Souza, J. Martin et at, Curr 
Biol. 13: 1122-1128, 2003; C, extraida de A. 
Fiumara, A. Belfiore, G. Russo et al., J. Clin. 
Endocrinol. Metab. 82:1615-1620, 1997; D, 
extraido de L. Bingle, N.J. Brown e C.E. 
Lewis, J. Pathol. 196:254-265, 2002). 


(D) 



e mecanismos de sinalizagao complexos que governam a angiogenese (Capftulo 13). Segun- 
do, o reparo tecidual deve incluir a mobilizagao das defesas imunes a fim de garantir que as 
areas lesadas, que estao sem as barreiras flsicas normais contra infecgoes, fiquem livres de 
bacterias e fungos. 

Durante o curso da evolugao, certas classes de celulas imunes foram capacitadas a medlar 
ambos os tipos de respostas biologicas. Assim, os macrofagos sao responsaveis por liberar 
proteases que facilitam a remodelagao tecidual, alem de fatores que promovem a angiogenese 
- dois aspectos da reconstrugao tecidual (Segao 13.5). Eles sao responsaveis pela remogao dos 
fragmentos celulares nos si'tios da lesao tecidual (Figura 15.22A e B). Ao mesmo tempo, os 
macrofagos sao capazes de fagocitar bacterias e fungos; por exercerem o papel de celulas 
apresentadoras de antigeno proflssionais (APCs), os macrofagos podem processar e apresen¬ 
tar antigenos para celulas T auxiliares (T^^). Similarmente, macrofagos associados a tumores 
(TAMs) podem fagocitar (ingerir) celulas tumorais ou fragmentos dessas celulas (Figura 
15.22C). Alguns estudos indicam que macrofagos que tenham ingerido antigenos derivados 
de tumores produzam niveis bastante elevados do fator de crescimento endotelial vascular 
(VEGF), o principal controlador de angiogenese. 

O fato de que essas diversas atividades residam em um unico tipo celular (ou um grupo de 
celulas relacionadas) poderia ser sugestivo de que a invasibilidade tumoral, a inflamagao, a 
angiogenese e a resposta imune sao processes freqiientemente interconectados. Essa interco- 
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nexao pode tambem ter uma explicagao anatomica: a medida que celulas epiteliais neoplasi- 
cas permanecem no interior da membrana basal, elas estao bastante protegidas de celulas 
imunes que estao continuamente ativas no outro lado dessa membrana. Entretanto, uma vez 
que essas celulas ultrapassam a membrana basal, as celulas tumorais podem atrair a aten^ao 
de imunocitos, inicialmente celulas matadoras naturals (NK); as celulas matadoras naturals 
podem ativar uma segunda onda de respostas imunes mediadas por macrofagos e por linfoci- 
tos da resposta imune adaptativa. 

Embora plausfvel, essa seqtiencia de eventos ainda precisa ser demonstrada experimental- 
mente. Alem disso, ha indicagoes de que mecanismos de imunovigilancia possam ser ativa- 
dos antes que as celulas epiteliais se tornem invasivas e ultrapassem a membrana basal. Por 
exemplo, em alguns tecidos epiteliais, como do trato gastrintestinal, ha evidencias da existen- 
cia de linfocitos intra-epiteliais (lELs); esses imunocitos sao responsaveis por monitorar po- 
pulagoes de celulas epiteliais acerca da presen^a de patogenos invasores. Esses lELs poderiam 
ainda servir como sentinelas de resposta rapida, permitindo ao sistema imune detectar celulas 
neoplasicas antes de elas se tornarem invasivas. Alem disso, como visto na Figura 15.22C, 
macrofagos podem ingerir celulas tumorais do lado epitelial da membrana basal (nesse caso, 
no lumen de um ducto formado pelo adenocarcinoma). Ainda nao esta claro como esses 
macrofagos, uma vez que tenham ingerido as celulas tumorais, migram para os linfonodos e 
apresentam os antlgenos associados as celulas tumorais para celulas T auxiliares, iniciando 
assim respostas imunes humorais e celulares adaptativas. 


15.12 Antlgenos de transplanta^ao especificos de tumores 

freqiientemente provocam uma resposta imune potente 

Ao passo que celulas tumorais realmente sao capazes de ativar respostas imunes adaptativas, 
essas respostas deveriam ser tragadas por meio de antlgenos especificos apresentados pelas 
celulas tumorais. Imunologistas de tumores classificaram essas protelnas antigenicas em duas 
categorias principais - antlgenos de transplantagao especificos de tumores (TSTAs) e antlge¬ 
nos de transplantagao associados a tumores (TATAs; Tabela 15.2). (Uma vez que experimen- 
tos com transplante de tumores nao podem ser realizados em humanos, as protelnas huma- 
nas analogas sao chamadas de TSAs e TAAs.) 

Por defini 9 ao, os TSTAs sao especificos a um tumor ou tipo de tumor, e, assim, nao estao 
presentes no repertorio de protelnas e oligopeptldeos normalmente expressos no organismo. 
TSTAs podem ser codificados, por exemplo, por genomas virais ou por alelos mutados soma- 
ticamente (como ras, p53 ou hcr-abt), surgindo durante a progressao tumoral. Porque sao 
estruturas novas, essas protelnas nao sao suscetlveis aos mecanismos de tolerancia adquiridos 
durante o desenvolvimento normal do sistema imune. 

TATAs, por outro lado, sao apenas associados a celulas tumorais, e sua expressao nao e limi- 
tada a tecidos neoplasicos. TATAs representam uma grande classe de protelnas normals, que. 


Tabela 15.2 Alguns antlgenos associados a tumores e alguns antlgenos especificos de tumores e os peptideos antigenicos reconhecldos por 
celulas T humanas 


Tumor humano 

Protelna 

Peptldeo antigenioo 

Melanoma, carcinoma de esofago, 
carcinoma de figado, NSCLC 

MAGE 

EADPTGHSY, SAYGEPRKL 

Melanoma 

tirosinase 

MLLAVLYCL, YMNGTMSQV 

Carcinoma de colon 

antigeno carcinoembrionico (CEA) 

YLSGANLNL 

Carcinomas ovarianos e de mama 

HER2/Neu 

KIFGSLAFL 

Carcinoma de cabega e pescogo 

caspase 8 

FPSDWCYF 

Leucemia mielogenosa cronica (CML) 

Bcr-Abi 

ATGFKQSSKALQRPVAS 

Carcinoma de prostata 

antigeno especlfico da prostata (PSA) 

FLTPKKKLQCV, VISNDVCAQV 


Extralda de R.A. Goldsby et al., Immunology, 5th Ed., New York: Freeman, 2002 e; B.J. Van den Eynde e R van der Bruggen, Cure Opin. Immunol. 9:684-693, 1997. 
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por uma razao ou outra, falharam ao elicitar tolerancia completa e, quando expresses por 
celulas tumorais, atraem a aten^ao do sistema imune. O fato de que TATAs sao protemas 
celulares normals explica a observa 9 ao de que certos TATAs podem ser expresses durante 
a progressao de varies tumores independentes de um tipo especiTico, come um grupo de 
melanomas. 

Como os proprios nomes indicam, a existencia dessas duas classes de anti'genos pode ser 
demonstrada por experimentos com transplante de tumores. Por exemplo, lembrando um 
experimento descrito anteriormente (veja a Figura 15.17), celulas de sarcoma provenientes 
da exposifao de camundongos ao carcinogeno qui'mico 3-metilcolantreno podem ser intro- 
duzidas em um segundo camundongo singenico. As celulas tumorais multiplicam por varias 
semanas antes de serem removidas cirurgicamente. Se esse camundongo e entao desafiado pela re- 
inocukfao com celulas tumorais do sarcoma original, com freqiiencia ele ira rejeitar o tumor, 
bloqueando assim a forma 9 ao tumoral. Entretanto, se celulas de um outro sarcoma induzido por 
3MC sao injetadas nesse camundongo, elas vao originar um tumor. 

Tal comportamento indica que as celulas dos dois sarcomas distintos sao antigenicamente 
distintas, e que as celulas do primeiro sarcoma carregam um ou mais determinantes antigeni- 
cos, capazes de ativar respostas imunes, tornando o camundongo resistente a inocula^ao 
subseqiiente de celulas derivadas do mesmo sarcoma. Isso sugere que o carcinogeno mutage- 
nico (3MC) que originalmente induziu esses tumores tambem ocasionou o aparecimento de 
um ou mais genes celulares mutantes nas celulas tumorais, cujos produtos funcionaram como 
TSTAs. Alem disso, e possiVel que cada vez que o 3MC cause a forma^ao de um tumor 
ocorra a gera^ao de um ou mais TSTAs (Figura 15.23). 

A detec^ao real e a identifica^ao de protei'nas que funcionam como TSTAs sao experimental- 
mente desafiantes. Considere que um sarcoma induzido por 3MC expresse um TSTA poten- 
cialmente antigenico. Conseqiientemente, o sistema imune de um camundongo transplanta- 
do ira responder de forma marcante a esse TSTA, na tentativa de eliminar aquelas celulas do 
sarcoma que apresentam altos mVeis antigenicos, enquanto as celulas do tumor que expres- 
sam baixos m'veis do anti'geno serao preservadas. A sele^ao darwiniana resultante determinara 
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Figura 15.23 Especificidade da expressao antigenica por um 
fibrossarcoma Induzido quimicamente Camundongos da linhagem 
BALB/c foram imunizados com lisados de celulas de uma linhagem de 
fibrossarcoma Meth A induzido por 3-metilcolantreno. Uma linhagem de 
linfocitos apresentadores de antigeno, chamada 24D3, foi desenvolvida 
a partir desses camundongos. (A) Como determinado por sua 
incorporagao de ^H-timidina, a proliferagao desses linfocitos em cultura 
foi estimulada pela adigao de lisados celulares de Meth A (2® coluna). 
Entretanto, lisados preparados a partir de outras 14 linhagens de 
celulas tumorais, incluindo outros sarcomas induzidos por 
metilcolantreno, carcinomas de pele de celulas escamosas induzidos 


por UV, linfomas, um melanoma e um carcinoma de pulmao nao foram 
capazes de estimular a proliferagao desses linfocitos {canais 
remanescentes). Na ausencia do antigeno (7® canal), nenhuma 
proliferagao foi observada. (B) Quando a populagao clonal desses 
linfocitos 24D3 foi introduzida nos hospedeiros BALB/c, a formagao de 
tumores pela injegao subsequente de celulas de fibrossarcoma Mefh A 
foi totalmente bloqueada (painel esquerdo). Contudo, a formagao de 
tumores por uma linhagem nao-relacionada de fibrossarcoma, 
chamada de CMS5, nao foi alterada pela presenga desses linfocitos 
(painel direito). (Extraida de T. Matsutake e RK. Srivastava, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 98:3992-3997, 2001.) 
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que apenas aquelas celulas tumorais e as suas descendentes que expressem baixos ni'veis de 
TSTA sobreviverao o tempo suficiente para que sejam estudadas, complicando o isolamento 
bioqui'mico e a identificagao dessa protema TSTA. 

Nos liltimos anos, varios dos genes que codificam TSTAs induzidos por 3-MC foram isola- 
dos por meio de tecnicas de clonagem de genes. Em uma das abordagens utilizadas, os oligo- 
peprideos ligados a moleculas MHC de classe I da superficie das celulas transformadas e que 
serviram como alvos de reconhecimento imunologico foram obtidos a partir de moleculas 
MHC, purificadas e submetidas ao seqiienciamento de aminoacidos. As seqtiencias de ami- 
noacidos resultantes foram entao usadas para predizer as seqiiencias dos genes, o que tornou 
possi'vel a clonagem destes. Analises de seqiiencia dos genes que codificam TSTAs clonados 
de tais tumores mostraram a ocorrencia de mutagoes pontuais a partir de genes normais que 
codificam varias protemas celulares, nenhuma delas envolvida em qualquer via obvia de trans- 
formagao tumoral. 

Essas observagoes sugerem que, durante a progressao da carcinogenese, o carcinogeno 3-MC, 
um conhecido agente mutagenico (Segao 12.6), produz a mutagao de um proto-oncogene 
(freqtientemente o gene Y^-ras) nas celulas-alvo e genes adicionais que, como alelos mutantes, 
apresentam TSTAs; os ultimos genes sao atingidos de forma aleatoria — moleculas nao-rela- 
cionadas que nao exercem qualquer efeito causal nos mecanismos de tumorogenese, mas que 
podem ter sido afetadas pelas altas doses do carcinogeno mutagenico usado para a indugao 
tumoral. 

De forma importante, o comportamento dos TSTAs induzidos quimicamente e de certa 
forma distinto daqueles resultantes de tumores causados por infecgoes virais. Por exemplo, o 
virus SV40 pode ser usado para induzir sarcoma em camundongos. A remogao subseqiiente 
vai resultar na imunizagao do camundongo contra outras celulas tumorais derivadas desse 
tipo de sarcoma em particular, bem como de outros tumores induzidos pelo virus SV40. 
Nesse caso, ocorre o estabelecimento de imunidade cruzada, na qual todas as celulas tumo¬ 
rais induzidas por SV40 parecem compartilhar um ou mais TSTAs. O fato e que o TSTA 
dominante responsavel pela imunidade cruzada e uma proteina familiar: a oncoproteina T 
codificada por virus, a qual e significativamente expressa em todas as celulas transformadas 
pelo virus SV40. Isso contrasta com o comportamento de um grupo de tumores induzidos 
por 3-MC, em que cada tumor expressa seu(s) pr6prio(s) TSTA(s). 

Observagoes como essas levam a questionar se mecanismos similares sao ativados na tumoro¬ 
genese humana. Assim, seria possivel que os genomas altamente mutaveis de celulas tumorais 
(Capitulo 12) originassem proteinas antigenicas mutantes como intermediarios causais da 
mutagenese que governa progressao tumoral? Ou, ainda, seriam os TSTAs induzidos por 3-MC 
artefatos produzidos pelas altas doses de carcinogenos mutagenicos utilizadas em muitos 
experimentos de tumorogenese, que nao refletem de forma acurada os processos mutageni¬ 
cos que determinam tumores humanos? 


15.13 Andgenos de transplanta^ao associados a tumores tambem 
podem ativar a imunidade antitumoral 


Barra lateral 15.1 Instabilidade de mi- 
crossatelites freqiientemente resulta em 
tumores mais imunogenicos Como des- 
crito na Se^ao 12.4, defeitos na maqui- 
naria de reparos de erros no DNA criam 
a condi^ao de instabilidade de micros- 
satelites (MIN), que resulta em muta- 
0es que se acumulam em centenas, pos- 
sivelmente milhares, de genes celulares 
dos genomas das cUulas tumorais. Den- 
tre outras conseqiiencias, essas muta^oes 
geram altera^oes nas fases de leitura de 
muitos desses genes. Esses alelos mutan¬ 
tes resultantes freqiientemente codificam 
novas seqiiencias de aminoacidos, algu- 
mas vezes chamados de “peptideos com 
mudan^a de fase”, alguns dos quais po¬ 
dem funcionar como potentes antigenos 
tumor-especificos. 

Essa logica preve que 15% dos tu¬ 
mores colorretais humanos que exibem 
instabilidade microssatelite deveriam in- 
teragir com o sistema imune do hospe- 
deiro diferentemente da maioria dos tu¬ 
mores colorretais que nao apresentam 
MIN e, em vez disso, exibem instabili¬ 
dade cromossomica (CIN). De fato, os 
tumores MIN mostram um grau mar- 
cadamente mais elevado de linfocitos in- 
filtrantes (TlLs) e um nivel mais baixo 
de metastases. Alem disso, a apresenta- 
^ao de antigenos pelas proteinas MHC 
de classe 1 esta mais comumente com- 
prometida do que nos tumores colorre¬ 
tais com instabilidade cromossomal (60% 
vs. 30%), sugerindo que os tumores 
MIN estao sob grande pressao para es- 
capar da elimina^ao pelos varios com- 
ponentes do sistema imune e que eles 
utilizam manobras imunoevasivas para 
bloquear a apresenta^ao de antigenos 
pelas suas protemas MHC de classe 1. 
Analisadas em conjunto, essas observa^oes 
sugerem que a MIN, que capacita alguns 
tumores colorretais a evoluirem mais rapi- 
damente, pode definir um “pre^o” para a 
imunogenicidade desses tumores. 


Como descrito anteriormente, antigenos de transplantagao associados a tumores (TATAs) 
representam proteinas celulares normais que, por uma razao ou outra, nao foram capazes de 
induzir tolerancia. Quando essas proteinas normais sao expressas por tumores, elas evocam 
uma resposta imune mensuravel, que freqiientemente envolve ambos os componentes, hu¬ 
moral e celular, do sistema imune. 

Por uma serie de razoes, a antigenicidade dos melanomas tern sido estudada com mais inten- 
sidade do que todos os outros tumores humanos. A maior parte dos seus mecanismos de 
antigenicidade sao relacionados a determinados TATAs. Celulas de melanoma podem supe- 
rexpressar certas proteinas que estao presentes em melanocitos normais precursores, embora 
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Figura 15.24 Proteinas normals expressas 
como antigenos assooiados a tumores 
sobre oelulas de melanoma (A) A enzima 
tirosinase, a qual esta envolvida na 
produgao de pigmentos em melanocitos e 
melanomas, e detectada aqui nos 
melanocitos da pele {vermelho, localizado 
ligeiramente acima da membrana basal na 
pele) por meio do uso de urn anticorpo 
monoclonal; ela nao e detectada em outros 
tecidos normals. Sua expressao por celulas 
de melanoma pode fazer com que se 
tornem imunogenicas, sendo alvos de 
eliminagao para linfocitos citotoxicos. (B) 
Aqui, a espermatogonia nos testiculos foi 
corada com urn anticorpo monoclonal 
contra o antigeno MAGE-I; normalmente 
esse antigeno e visto apenas na placenta. 
Sua expressao foi detectada em uma 
variedade de tipos de tumores humanos e 
tern sido estudada em detaihe em 
melanomas, porque e frequentemente 
imunogenica quando expressa por esses 
tumores. (A, extralda de Y.T. Chen, E. 
Stockert, S. Tsang et al., Proc. Natl. Acad. 
Sc; USA 92:8125-8129, 1995; B, extralda de 
J.C. Cheville e PC. Roche, Mod. Pathol., 12: 
974-978, 1999.) 


em m'veis muito baixos. Essas protemas linhagem-especfficas sao algumas vezes chamadas de 
antigenos de diferenciagao, o que implica que sua expressao e um vesrigio do programa de 
diferenciagao responsavel por regular previamente o comportamento dos precursores celula- 
res normals. Dentre os TATAs de melanoma estao transferrina, tirosinase (Figura 15.24A), 
gplOO, Melan-A/Mart-1 e gp75. 

A expressao desses antigenos de diferenciagao pelas celulas de melanoma frequentemente 
provoca uma resposta marcante do sistema imune, que resulta em uma forma muito peculiar 
de doenga auto-imune — o vitiligo - a despigmentagao de grandes areas da pele, observada 
em alguns pacientes com melanoma (Figura 15.25). Essa despigmentagao e uma resposta 
especifica a presenga de um melanoma. Por exemplo, quando 104 pacientes com carcinoma 
renal foram tratados com a citocina interleucina-2 (IL-2), a fim de aumentar suas respostas 
imunes antitumorais, nenhum deles desenvolveu vitiligo; por outro lado, de 74 pacientes 
com melanoma tratados da mesma forma, 11 desenvolveram vitiligo. 

Nesses pacientes com melanoma, e claro que a resposta imune ativada por TATAs do tumor 
leva, por conseqiiencia, ao ataque e destruigao de melanocitos normals, os quais tambem 
expressam esses antigenos. Esse tipo de vitiligo e primariamente analogo as sindromes para- 
neoplasicas discutidas previamente, nas quais a expressao de proteinas celulares por tumores 
resulta na destruigao de tecidos normals que tambem parecem expressar essas proteinas. De 
forma significativa, pacientes com melanoma que apresentam vitiligo em geral sobrevivem 
por periodos mais longos do que aqueles que nao apresentam - isso sugere que seus sistemas 
imunes sao efetivos no controle dos melanomas, ao menos por um periodo. (Por exemplo, 
em uma grande populagao de pacientes com melanoma descrita em 1987, 75% sobrevive- 
ram apos 5 anos depois do diagnostico; dentre o subgrupo destes pacientes que tiveram 
vitiligo, 86% sobreviveram durante este periodo de tempo.) 

A antigenicidade de celulas de melanoma humano pode tambem estar associada a expressao de 
outra subclasse maior de TATAs, os antigenos oncofetais - literalmente sao antigenos expressos 
durante a embriogenese e novamente por tumores. Dentre esses, estao os antigenos chamados de 
antigenos de cancer de linhagens germinativas ou de cancer de testiculo (CT), uma analogia a sua 
expressao normal por celulas germinativas do testiculo ou do ovario no periodo fetal. Os genes 



(B) antigeno MAGE-1 



testiculo espermatogonia 
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Figura 15.25 Despigmentagao auto-imune 
provocada por melanomas 0 paciente com 
melanoma mostrado aqui, que possuia a 
pele escura antes do inicio do melanoma, 
teve uma perda quase total da 
pigmentagao da pele, exceto por varies 
areas isoladas (face, embaixo do brago), 
devido ao ataque auto-imune iniciado pelas 
celulas do melanoma. A condigao de perda 
de pigmento, conhecida como vitiligo, e 
frequentemente correlacionada com uma 
sobrevivencia maior dos pacientes com 
melanoma. (Cortesia de A.N. Houghton.) 


para varies desses anti'genos, como MAGE-1 (Figura 15.24B), MAGE-3, BAGE, GAGE-1 e 
GAGE-2 ja foram clonados. Ate 2003, 44 genes ou famflias de genes codificando um total de 89 
anti'genos distintos de cancer de tesriculo foram identificados. 

Em adigao, parece que a ausencia de respostas imunes contra esses anti'genos em homens esta 
relacionada ao fato de que varies outros tipos celulares do testi'culo nao expressam moleculas 
MHC de classe I, prevenindo assim a apresentagao dos seus conteiidos internes ao sistema 
imune. (Obviamente, mulheres nao expressam essas protei'nas em nenhum dos seus tecidos.) 
Ademais, a expressao por celulas do testi'culo de m'veis significativos de FasL, o ligante para o 
receptor de morte Fas (Segao 9.14), pode tambem ser usada por esse tipo de celula, a fim de 
manter linfocitos T e outros imunocitos inativos, garantindo protegao contra a ativagao do 
sistema imune. Isso poderia explicar por que a expressao dessas protei'nas de celulas germina- 
tivas em si'tios ectopicos normalmente desencadeia uma resposta imunologica marcante. 

A conclusao de que a tolerancia para muitas das protei'nas desses melanomas possa ser con- 
tornada (“quebrada”, na linguagem dos imunologistas) conduz a uma estrategia simples e 
obvia da terapia anticancer, na qual esses anti'genos sao tratados como se eles fossem produtos 
de agentes invasores, como virus ou bacterias. Essas concepgoes originaram diversas tentati- 
vas a fim de imunizar camundongos ou humanos com uma vacina contendo uma ou outra 
dessas protei'nas antigenicas. 

Por exemplo, algumas celulas de melanoma superexpressam (100 x mais) o receptor normal da 
transferrina, uma proteina que esta envolvida no metabolismo e recaptagao de ferro em muitos 
tipos celulares no organismo. Camundongos podem apresentar uma resposta imune contra essa 
proteina apos uma injegao do receptor de transferrina murino purificado, indicando que qualquer 
tolerancia que haja contra essa proteina pode ser rapidamente quebrada apos a exposigao a m'veis 
muito elevados dela. Esses camundongos vacinados vao rejeitar qualquer melanoma inoculado 
subseqiientemente que superexpresse o receptor de transferrina de camundongos, sugerindo uma 
estrategia mais geral para induzir respostas imunes potentes em pacientes com cancer. As estrate- 
gias que podem ser usadas para mobilizar o sistema imune contra o desenvolvimento de tumores 
serao discutidas novamente, mais tarde, neste capitulo. 


15.14 Cdulas tumorais podem escapar da detec^ao do sistema 
imune pela supressao da expressao de antigenos de 
superficie 

As descrigoes acerca da fungao do sistema imune mencionadas anteriormente poderiam su- 
gerir que as tentativas do sistema imune a fim de ativar mecanismos de defesa contra o 
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crescimento da maior parte dos tumores sao relativamente raras, em grande parte por causa 
da tolerancia apresentada pelo sistema imune contra os anti'genos apresentados pela maioria 
das celulas tumorais. Na realidade, quantidades (concentra^oes) relativamente altas de mole- 
culas de anticorpo que ligam anti'genos de superficie de celulas tumorais sao freqiientemente 
encontradas no sangue de pacientes com cancer, podendo estar presentes em muitos pacien- 
tes. Tanto os linfocitos T como auxiliares que reconhecem antigenos de transplanta^ao asso- 
ciados a tumores (TATAs) sao prontamente detectados no sangue, linfonodos e tumores de 
muitos pacientes. 

Essas observafoes indicam que, apesar do fenomeno de tolerancia imunologica, o sistema 
imune e capaz de ativar defesas contra varios (ou talvez todos) tipos de celulas tumorais. Essa 
ideia e refor^ada pelo fato de que existe uma maior incidencia de tumores em pacientes 
imunocomprometidos (Seq:ao 15.9). 

Ainda, o desenvolvimento de muitos tumores humanos e claramente resistente aos mecanis- 
mos de defesa imunologica, que sao, de certa forma, extraordinariamente eficientes. Por exem- 
plo, imunologistas identificaram que a expressao (por moleculas de classe I) de aproximadamente 
10 copias de oligopepti'deos TATA ou TSTA sobre a superficie de celulas tumorais e suficiente 
para atrair celulas T citotoxicas, que expressam receptores de celulas T para o reconhecimento de 
anti'genos apropriados, as quais sao capazes de matar essa celula tumoral. 

As falhas repetidas do sistema imune humano em utilizar esses linfocitos potentes e outras 
ferramentas imunologicas capazes de bloquear o desenvolvimento tumoral requerem algu- 
mas explica^oes. Uma delas e sugerida pelo comportamento de camundongos geneticamente 
alterados descritos previamente (Se^ao 15.8): alguns tumores humanos sao muito antigeni- 
cos e sao eficientemente eliminados pelo sistema imune normal; esses tumores sao raramente 
encontrados no organismo humano. Outros tumores sao pouco antigenicos, uma vez que 
expressam apenas protelnas para as quais o sistema imune e tolerante; esses tumores se desen- 
volvem e se tornam clinicamente aparentes. 

Outra possibilidade e que alguns tumores antigenicos podem inicialmente softer algum im- 
pacto por causa do ataque, a partir de um ou outro mecanismo imunogenico, mas conse- 
guem encontrar formas de escapar da elimina^ao - as estrategias da imunoevasao (Tabela 
15.3). Essas celulas podem proliferar e progredir, originando tumores que podem ser fatais. 
Este ultimo cenario pode descrever a historia da maior parte dos tumores humanos, como 
sugerido pelas mudan^as freqiientemente observadas nas celulas de tumores humanos, as 
quais podem apenas ser compreendidas como manobras dessas celulas a fim de escapar do 
ataque imunologico. 

A manobra evasiva mais obvia para um tumor e frear a expressao de anti'genos de transplan- 
ta^ao associados a tumores (TATA) ou especi'ficos de tumores (TSTA) que levam a ativa^ao 


Tabela 15.3 Estrategias imunoevasivas usadas pelas celulas tumorais 


Estrategia 

Mecanismo 

Agente sendo evadido 

Encobrir a identidade 

reprime antigenos tumorais (TATA ou TSTA), 
reprime proteinas MHC de classe 1 

linfocitos T citotoxicos 

Encobrir o estresse 

reprime ligantes NKG2D (p. ex., MICA) 

celulas matadoras naturals 

Inativar imunocitos 

destroi receptores de imunocitos 

celulas matadoras naturals; 
linfocitos T citotoxicos 


satura receptores de imunocitos com adenosina, MICA 

celulas matadoras naturals; 
varios imunocitos 

Evitar a apoptose 

inibe a cascata de caspases por aumentar lAPs, adquire 
resistencia a apoptose mediada pelo FasL 


Induzir a apoptose de imunocitos 

libera FasL soluvel 

linfocitos T citotoxicos 


libera citocinas (IL-10, TGF-p) 

linfocitos T citotoxicos, celulas 
dendriticas, macrofagos 

Neutralizar toxinas intracelulares 

detoxificagao enzimatica de FIjOj, prostaglandina 

macrofagos, celulas matadoras naturals 

Neutralizar compiemento 

superexpressa mCRPs 

sistema compiemento 
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do sistema imune e de linfocitos citotoxicos. De forma importante, a maior parte desses 
anrigenos representa moleculas que nao participam causalmente da transforma^ao neoplasi- 
ca, mas em vez disso, sao apenas antigenos de diferenciafao tecido-especi'ficos, freqiieme- 
mente aqueles tipicamente expressos nos tecidos nos quais os tumores se originaram (veja a 
Figura 15.24). A expressao desses anti'genos pode ser comumente reprimida por celulas tu- 
morais sem nenhum dano, on seja, sem que haja comprometimento da sobrevivencia conti- 
nuada ou da prolifera^ao dessas celulas. De fato, as popula^oes de celulas tumorais fre- 
qiientemente apresentam variantes em seu meio que tenham suprimido a expressao de 
genes que codificam anti'genos, por meio da metila^ao do promotor (Se 9 ao 7.8). Essas 
variantes anti'geno-negativas podem, assim, ser capazes de escapar ao ataque do sistema 
imune ativado contra a massa tumoral, sendo que suas descendentes vao emergir como a 
popula^ao dominante dessa massa. 

Em um caso ilustrativo, um paciente com melanoma foi vacinado com uma protema 
tirosinase a fim de induzir reatividade imune contra essa protema, a qual e expressa pelas 
celulas do melanoma. (A enzima tirosinase participa da smtese de pigmentos por mela- 
nocitos e nao esta envolvida na transforma 9 ao neoplasica; veja a Figura 15.24A.) A prin- 
cfpio, a resposta imune resultante produziu uma regressao da metastase tumoral. Entre- 
tanto, algumas variantes celulares negativas para a tirosinase emergiram dentre as celulas 
da metastase. Enquanto as celulas positivas para tirosinase continuaram a regredir, aque- 
las negativas come^aram a proliferar rapidamente, causando a morte do paciente, por 
meio de um fenomeno algumas vezes chamado de “escape imune” pelos imunologistas 
tumorais. Todavia, em um outro caso de melanoma, esse tipo de imunoevasao nao ga- 
rantiu prote^ao das celulas tumorais em longo prazo contra o ataque do sistema imune 
(Barra lateral 15.2). 

Em muitos tipos de cancer, as celulas tumorais nao podem apenas reprimir a expressao de um 
anti'geno tumoral, simplesmente porque a expressao continuada de anti'genos TATA ou TSTA 
pode ser essencial para a prolifera^ao neoplasica continuada. Por exemplo, a superexpressao 
da protelna HER2/Neu - o receptor de fatores de crescimento expresso por 30% dos tumo¬ 
res de mama (veja a Figura 4.6) - pode estimular o sistema imune. Entretanto, as celulas 
neoplasicas desses carcinomas nao podem reduzir completamente a expressao desses anti'ge¬ 
nos, pois sua produfao continuada em altos m'veis e cn'tica para o processo de prolifera^ao e 
por sua capacidade de contornar os mecanismos de apoptose. 

Conseqiientemente, as celulas tumorais que nao podem reduzir a expressao de TATA ou 
TSTA em virtude de sua contribui 9 ao essencial para o crescimento neoplasico podem 
utilizar estrategias alternativas a fim de evitar a prote^ao pelo sistema imune. Uma estra- 
tegia imunoevasiva importante e bastante utilizada envolve a habilidade de certas celulas 
tumorais em reprimir a expressao de suas moleculas MHC de classe I, que sao responsa- 
veis pela apresenta 9 ao de anti'genos. Isso e freqiientemente obtido pela repressao da trans- 
cri^ao de genes MHC de classe I (Barra lateral 15.3). Na verdade, ja foram identificados 
muitos tipos de celulas tumorais humanas que nao expressam m'veis normais dessas mo¬ 
leculas MHC, prevenindo, assim, o aparecimento de anti'genos oligopepti'dicos na su- 
perflcie delas (Figura 15.27). 

A perda da expressao de protei'nas MHC de classe I em geral e associada a tumores mais 
invasivos e metastaticos. Por exemplo, em mais da metade dos tumores de mama, a expressao 
dessas moleculas cn'ticas para a apresenta^ao de anti'genos foi totalmente perdida e esse fato 
foi correlacionado a um mau prognostico. Alem disso, as celulas de carcinoma que formam 
micrometastases na medula ossea (Figura 14.10) apresentam m'veis baixos ou ausencia com- 
pleta de moleculas MHC de classe I, possivelmente porque ocorre imunovigilancia intensa 
nesses tecidos. 

As celulas tumorais tambem podem usar mecanismos pos-traducionais para reduzir a apre- 
senta^ao de antlgenos mediada por moleculas MHC de classe I. Por exemplo, a migra^ao 
dessas moleculas do reti'culo endoplasmatico para a superficie celular depende da associa^ao 
com a protema P 2 -microglobulina (Pj^ri)- Normalmente, a P 2 m conduz as moleculas 
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Barra lateral 15.2 A imunoevasao pode oferecer as celtdas tumorais 
apenas um adiamento temporario do ataque imune Cinco anos apos a 
ressec^ao de um melanoma primario, um paciente com melanoma re- 
tornou com miiltiplas metastases nos linfonodos, os quais foram remo- 
vidos cirurgicamente (Figura 15.26). Nessa situa^ao, os linfocitos cito- 
toxicos infiltrances de tumores (CTLs) reconheceram MART-1, um dos 
anti'genos tumorais associados a melanoma bem-estudados. O paciente 
ficou livre dos sintomas por mais seis anos, quando apresentou uma 
recidiva do melanoma em um linfonodo regional, o qual tambem foi 
removido. Nessa ocasiao, a apresenta^ao mediada pelo MHC de classe 
I dos oligopepn'deos MART-1 estava ausente nas celulas tumorais, e as 
CTLs presences no tumor que poderiam reconhece-lo estavam quase 
ausentes. (Entretanto, a si'ntese de MART-1 pelas celulas tumorais con- 
tinuou.) Por outro lado, os CTLs associados ao tumor reconheceram 
um segundo antigeno associado a melanoma - tirisinase - o qual estava 
sendo apresentado pelas moleculas MHC de classe 1. 

Esse comportamento sugere que o sistema imune do hospedeiro 
foi capaz de se adaptar dinamicamente as manobras evasivas iniciais 


das celulas de melanoma (elimina 9 ao da apresenta 9 ao do antigeno 
MART-1) por redirecionar suas energias para montar um ataque 
sobre outro antigeno associado a tumores (tirosinase). Contudo, no 
periodo da terceira cirurgia, as celulas do melanoma do paciente 
come 9 aram a perder quase toda a expressao de MHC de classe 1. 
Essa perda deveria ter eventualmente permitido que as celulas tu¬ 
morais disseminadas que persistiram depois da terceira cirurgia es- 
capassem de todo o ataque CTL e se multiplicassem rapidamente 
em metastases que comprometessem a vida. Apesar disso, o pacien¬ 
te sobreviveu por mais cinco anos e morreu de causas nao-relacio- 
nadas ao melanoma. Sua capacidade de sobreviver a um cancer que 
em gerale bastante agressivo sugeriu que seu sistema imune foi ca¬ 
paz de manter algumas celulas de melanoma em “observa 9 ao” por 
meio de mecanismos ainda nao defmidos. E bem possivel que celu¬ 
las matadoras naturals, as quais sao conhecidas por atacar celulas 
que nao possuem expressao MHC de classe I (a ser discutido breve- 
mente), foram responsaveis pelos liltimos cinco anos de vida do pa¬ 
ciente, livres de sintomas. 
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Figura 15.26 Adaptagao dinamica pelo sistema imune para iniciar a 
apresentagao de antigenos de celulas tumorais Um melanoma foi 
removido e, cinco anos depois, quando as metastases apareceram e 
foram removidas, as celulas tumorais apresentaram apenas o 
antigeno oligopeptidico MART-1 na superficie dos receptores MHC 
de classe I (ponto vermelho), apesar de essas celulas produzirem 
ambas as proteinas, tirosinase e MART-1; nesse tempo, os linfocitos 
citotoxicos infiltrantes do tumor (CTLs) reconheceram o antigeno 
MART-1 por meio de seus receptores de celulas T. Seis anos mais 


tarde, quando uma metastase em um linfonofo foi descoberfa e 
removida do paciente, as celulas tumorais continuavam a produzir 
ambas, tirosina e MART-1, mas suas moleculas MHC de classe I 
expressavam apenas o antigeno oligopeptidico da tirosinase (ponto 
azul), e as CTLs infiltrantes de tumores reconheceram apenas o 
antigeno tirosinase. Assim, o sistema imune foi capaz de co-evoluir 
com as celulas tumorais, gerando CTLs com uma nova 
especificidade, como necessario para combater as celulas de 
melanoma. 


MHC juntamente com sua carga de oligopepti'deos para a superficie celular (Figura 15.28A). 
Contudo, em certos tipos de tumores, a redugao da slntese de Pjm nao permite que as mole¬ 
culas MHC de classe I carregadas com oligopeptldeos alcancem a superficie celular (Figura 

















ImUNOEVASAO ATRAVfiS DA APRESENTA(;:A0 REDUZIDA DE ANTl'GENOS / 693 


Barra lateral 15.3 Oncoprotemas podem auxiliar celulas tumorais a escaparem do ataque imu- 
ne Alem dos seus efeitos em guiar a prolifera^ao de celulas, algumas oncoprotemas podem ajudar 
essas celulas a escaparem da detec^ao imune. Assim, em alguns tumores, as a^oes do Myc e seus 
correlates proximos, N-Myc e L-Myc, sao responsaveis por reduzir a expressao MHC de classe I. 
Em neuroblastomas em crian^as, essa perda e freqiientemente atribui'da a superexpressao do gene 
N-Myc (Se^ao 4.5). Em melanomas, a perda da expressao de HLA-B (um tipo de molecula 
MHC de classe 1) e correlacionada com a superexpressao de myc. E, em carcinoma de pulmao de 
celulas pequenas (SCLCs), a superexpressao de L-myc esta correlacionada com a perda de expres¬ 
sao de MHC de classe 1 pelas celulas tumorais. 

Em muitos desses tumores, a perda de expressao de MHC de classe I parece ser decorrente de 
uma sequencia complexa de eventos: as protemas N-Myc e L-Myc superexpressas bloqueiam a 
expressao de um outro fator de transcri^ao, chamado CllTA, que e responsavel pela indu^ao da 
expressao genica de MHC de classe 1 e classe II mediada por interferon y. Em muitos tumores 
que ocorrem freqiientemente, como melanomas e carcinomas de colon e prostata, a supressao de 
MHC de classe I e obtida por mecanismos moleculares pouco conhecidos. 


15.28B). Uma outra etapa posterior da apresentaqao de anti'genos tambem pode ser compro- 
metida: em alguns tumores, defeitos das protemas TAPI ou TAP2 (transportadores associa- 
dos a apresentaqao de anti'genos) podem ser detectados (Figura 15.28C). Essas duas protei- 
nas sao necessarias para o transporte de oligopeprideos gerados por proteossomas no citosol 
de moleculas MHC de classe I, no lumen do retfculo endoplasmatico. Na ausencia das duas 
protemas TAP, a apresenta^ao de anti'genos pelas moleculas MHC tambem e falha. 

Uma vez que sao apenas correlacionais, essas observa 96 es sobre o comprometimento da apre- 
senta^ao de anti'genos mediada por moleculas MHC nao provam que esses efeitos sao causal- 
mente envolvidos na capacidade das celulas tumorais de escaparem do ataque imunologico. 
Evidencias de uma relaq;ao direta entre a fun^ao deficitaria do sistema MHC e os mecanismos 
de imunoevasao sao limitadas e subjetivas. Por exemplo, em um caso bem-documentado de 
melanoma humano tratado com imunoterapia antitumoral, celulas com baixos m'veis de 
expressao de moleculas MHC proliferaram e foram resistentes a terapia. Em outros casos, 
incluindo muitos neuroblastomas e carcinomas de celulas pequenas de pulmao (SCLCs), a 
perda da expressao de moleculas MHC de classe I foi correlacionada com a ausencia virtual 
de linfocitos infiltrantes tumorais (TILs; Se^ao 15.9), os quais parecem constituir elementos- 
chave para a defesa pelo sistema imune. 



Figura 15.27 Imunoevasao por meio da 
supressao da expressao de MFIC de 
classe I As celulas tumorais irao 
frequentemente diminuir a expressao de 
moleculas MHC de classe I, 
ostensivamente, a fim de evitar o 
reconhecimento e o ataque por 
componentes celulares da resposta imune 
adaptativa. Nesta coloragao de imuno- 
histoquimica, as celulas de um tumor 
colorretal humano sao visualizadas. Elas 
foram imunomarcadas com um anticorpo 
que reconhece uma molecula MCH de 
classe I - HLA-A. Como visto aqui, as 
celulas da parte inferior do tumor 
expressam HLA-A de forma marcante, 
enquanto as celulas na parfe superior do 
tumor apresentam uma perda parcial ou 
total da expressao de HLA-A. (Extraida de 
A.G. Menon, H. Morreau, R.A. Tollenaar et 
al., Lab. Invest. 82:1725-1733, 2002.) 
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De fato, a ausencia total de moleculas MHC de classe I levaria a ativa^ao de celulas matadoras 
naturals, as quais controlam continuamente os tecidos do organismo, em busca de celulas que 
tenham perdido essas protemas-chave de sua superficie. Isso explicaria por que algumas celulas 
tumorais irao suprimir seletivamente a expressao de apenas uma dentre as seis moleculas MHC de 
classe I que sao normalmente expressas de forma concomitante por todas as celulas do organismo. 
Essa supressao pode bloquear a apresenta^ao de um andgeno tumoral em particular, permitindo, 
assim, que o tumor sobreviva livre do ataque de linfocitos citotoxicos anti'geno-espedficos. Entre- 
tanto, como apenas uma pequena propor^ao da popula^ao total de moleculas MHC de classe I e 
perdida, essas celulas podem falhar em ativar a defesa por celulas matadoras naturals. 


Em conjunto, essas varias observa^oes sugerem que, por atacar celulas tumorais expressando 
moleculas MHC de classe I que estao associadas a anti'genos oligopepti'dicos, o sistema imu- 
ne cria uma pressao seletiva marcante para uma serie de celulas tumorais que nao mais ex- 
pressam essas moleculas apresentadoras de antfgeno em sua superficie. Uma vez que a expres- 


(A) 

vesicula 



(B) 



menos diferenciado mais diferenciado 




Figura 15.28 Falha na apresentagao de antigenos ocasionada pela 
perda de p2-microglobulina ou TAP-1 (A) Uma analise mais detalhada 
da Figura 15.10A revela que o complexo TAP (um heterodimero das 
proteinas TAPI e TAP2) (transportadores associados a processamento 
de antigenos; verde) esta envoivido no transporte de oligopeptideos 
Ipontos vermelhos) a partir do citosol para o lumen do reticulo 
endoplasmatico, onde os oligopeptideos podem associar-se a 
moleculas MFIC de classe I {amarelo). Independentemente disso, a 
molecula de pj^mictoglobulina (^ 2 ^^ marram) se associa a moleculas 
MFIC de classe I e auxilia a direciona-las, em conjunto com seus 
antigenos oligopeptidicos capturados, para a superficie celular. As 
moleculas MFIC de classe I requerem ambos, um antigeno oligopeptidico 
e uma molecula p 2 m associada, a fim de alcangar a superficie celular (veja 
tambem a Figura 15.18B). Assim, defeifos fanto da p 2 m quanto da proteina 
TAP previnem a expressao de antigenos oligopeptidicos na superficie da 
celula. (B) Em um carcinoma colorrefal humano {painel a esquerda), a 
marcagao para P 2 m {marrom-avermelhado) esfa presente nas celulas 
tumorais que formam as estruturas tubulares mais diferenciadas (abaixo), 
enquanto as celulas de carcinoma menos diferenciadas {azul-claro, acima) 


nao expressam qualquer pjm. Em um segundo carcinoma colorretal 
(painel a direita), a p 2 m esta presente nos linfocitos infiltrantes (vermelho- 
escuro), mas e totalmente ausente em muitas celulas do carcinoma (azul- 
claro, metade inferior). Em 5 de 17 tumores colorretais com instabilidade 
de microssatelites (MIN) (veja a Barra lateral 15.1), o gene pjm foi 
identificado com mutagoes de inativagao, enquanto, em varies outros 
tumores, foi silenciado franscripcionalmente por meio de mecanismos 
desconhecidos. (C) 0 processamento deficiente de antigenos e 
frequentemente observado nos carcinomas de celulas escamosas de 
cabega e pescogo (FINSCCs), nos quais a expressao de TAPI e TAP2 e 
frequentemente perdida. A marcagao de imuno-histoquimica mostrada 
aqui revela a expressao de TAP em um grupo de FINSCCs como sendo 
variavel, estando ausente em alguns tumores (esquerda), presente em 
partes de alguns outros (meio) e, ainda, expresso normalmente em 
outros (direita). (A, extraida de C.A. Janeway Jr. et al., Immunobioloy, 

6th Ed., New York: Garland Science, 2005; B, extraida de M. Kloor, C. 
Becker, A. Benner et al., Cancer Res. 65:6418-6424, 2005; C, extraido 
de M. Meissner, T.E. Reichert, M. Kunkel et al., Clin. Cancer Res. 
11:2552-2560, 2005.) 
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sao dessas moleculas de superficie tende a ser perdida em celulas metastaticas e invasivas, e 
possfvel, como especulado anteriormente, que o sistema imune seja capaz de ativar um ata- 
que as celulas tumorais em larga escala apenas depois que elas tenham invadido o estroma, no 
qual as celulas imunes estao presentes em um mimero substancial. 


15.15 Cdulas tumorais se protegem dos mecanismos de defesa 
mediados por celulas matadoras naturals 

Como mencionado varias vezes anteriormente, a tatica de evasao que envolve a supressao da 
expressao de moleculas MHC de classe I, por mais efetiva que seja, apresenta alguns riscos; o 
sistema imune pode antecipar essa estrategia e usar suas celulas matadoras naturals (NK) para 
atacar as celulas que nao possuem moleculas MHC de classe I em sua superficie. Essa respos- 
ta NK pode tambem frustrar os pianos de virus tumorais que tentam enganar a detec^ao pelo 
sistema imune, por nao permitir que as celulas infectadas exprimam moleculas MHC de 
classe I e, conseqiientemente, anti'genos oligopeptldicos virais em sua superficie. 

Um receptor normalmente expresso na superficie de celulas matadoras naturals reconhece 
moleculas MHC de classe I expressas por celulas-alvo potenciais (Figura 15.29). A liga^ao de 
moleculas MHC de classe I dessas celulas-alvo aos seus receptores nas celulas matadoras 
naturals (chamado de receptor inibitorio killer ou KIR) faz com que esse receptor libere sinais 
no citoplasma das celulas matadoras naturals, indicando que qualquer tentativa de dar con- 
tinuidade ao processo de elimina^ao de celulas positivas para MHC de classe I e inapropriada 
e deve ser limitada imediatamente. Por outro lado, esses sinais supressores sao perdidos quan- 
do uma celula matadora natural encontra uma celula potencial que nao possua moleculas 
MHC de classe I em sua superficie, sendo que, nesse caso, e dada continuidade ao processo 
de morte celular. (Essa elimina^ao de celulas negativas para MHC de classe I por meio de 
celulas matadoras naturals pode explicar por que, em certas classes de tumores em humanos, 
a ausencia da expressao de moleculas classe I esta diretamente relacionada com um bom 
prognostico cllnico - um comportamento oposto ao discutido anteriormente.) 

Uma outra forma de intera^ao inata de celulas matadoras naturals com celulas tumorais 
parece ser igualmente importante. Essa intera^ao em particular depende do fato de que mui- 
tos tipos de celulas humanas sao programados para expressar protemas especificas sobre sua 
superficie toda vez que forem expostas a esfimulos estressores fisiologicos, incluindo o estres- 
se resultante de infec^oes virais e a transforma^ao neoplasica. Essas protei'nas estressoras sao 


celula-alvo potencial 



celula matadora natural 


celula-alvo potencial 



celula matadora natural 


Figura 15.29 Controle da morte medlada 
por celulas matadoras naturals pelo 
receptor KIR As celulas matadoras naturals 
{amarelo, inferior) expressam um receptor 
inibitorio de morte (KIR, vermelho) que 
reconhece moleculas MHC de classe I que 
sao expressas na superficie de celulas-alvo 
potenciais {cinza, acima). No memento em 
que esse reconhecimento acontece, o KIR 
libera sinais inibitorios que previnem 0 
ataque por celulas matadoras naturals 
[esquerda). Por outro lado, na ausencia 
desse reconhecimento e do silenciamento 
funcional do KIR, o ataque pelas celulas 
matadoras naturals e permitido (direita). 
(Note que 0 KIR reconhece e se liga a uma 
caracterlstica estrutural constante das 
moleculas MHC de classe I, mas nao 
reconhece um antigeno oligopeptidico 
alojado no sitio de ligagao ao antigeno da 
molecula MHC de classe I.) 
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Figura 15.30 Regulagao da fungao NK pelo receptor NKG2D (A) 0 receptor 
NKG2D expresso pelas celulas matadoras naturals interage com varios ligantes 
que sao expresses por outros tipos celulares sob alguma forma de estresse 
fisiologico, notavelmente o estresse causado por infeegoes virais e transformagao 
neoplasica. Aqui, apresenta-se urn conjunto de varios ligantes alternatives para o 
receptor NKG2D identificados em celulas humanas e murinas. Por exempio, MICA 
e MICB sao normalmente expressos apenas por algumas celulas epiteliais que se 
encontram sob certos tipos de estresse celular fisiologico. (B) A estrutura molecular 
do complexo entre NKG2D e seu ligante MICA e mostrada. As duas subunidades 
do receptor NKG2D sao apresentadas acima (azu/, violeta), como elas poderiam 
estar expressas sobre a superficie de uma celula matadora natural. A estrutura dos 
tres subdomlnios do ectodominio de MICA {bege, vermelho, verde) esta mostrada 
tal como poderia estar expressa na superficie de uma celula tumoral. (Os domlnios 
que ancoram essas protelnas as superficies das celulas matadoras naturals e das 
celulas tumorais nao sao apresentados.) (A, extralda de D. Raulet, Nat. Rev. 
Immunol. 3:781-790, 2003; B, extralda de R Li, D.L. Morris, B.E. Wilcox et al., Nat 
Immunol. 2 :443-451, 2001.) 



chamadas de MICA, MICB, ULPB4 e de varios outros nomes (Figura 15.30A). Por sua vez, 
as celulas matadoras naturals apresentam um receptor complementar na superficie celular, 
denominado NKG2, que e especializado no reconhecimento de protemas celulares associa- 
das ao estresse sobre a superficie de celulas-alvo potenciais (Figura 15.30B). A ligagao dessas 
protelnas ao receptor NKG2D resulta em uma ativagao marcante de uma resposta citotoxica 
por parte das celulas matadoras naturals e e, assim, rapidamente seguida pela eliminagao das 
celulas que expressam protelnas de estresse em suas superficies. 

Como uma demonstragao dessa dinamica, um gene codificando o antigeno MICA de ca- 
mundongos, homologo ao humano, foi introduzido em celulas de linfoma de camundongo, 
induzindo a expressao de niveis significativos desse antigeno em sua superficie. Tais celulas 
perderam, assim, o potencial tumoral quando injetadas em camundongos. Entretanto, se 
esses camundongos fossem previamente depletados de suas celulas matadoras naturals, as 
celulas de linfoma expressando a MICA homologa se tornariam novamente tumorogenicas. 

Em resumo, as celulas matadoras naturals reconhecem instintivamente as celulas tumorais de duas 
formas: elas percebem tanto a ausencia de protelnas MHC de classe I como a presenga de uma ou 
mais protelnas associadas a estresse (p. ex., MICA) sobre a superficie de celulas tumorais. Quando 
as duas condigoes sao satisfatorias, a eliminagao de celulas tumorais e mais eficiente do que em 
relagao ^ celulas que apresentam apenas uma ou outra dessas condigoes. Na realidade, alguns 
imunologistas acreditam que as duas condigoes devem ser preenchidas (i. e., baixos niveis de 
MHC de classe I e altos niveis de ligantes NKG2D associados ao estresse, como MICA) antes que 
o processo de eliminagao pelas celulas matadoras naturals seja iniciado. 

Em uma situagao em que a expressao de ligantes para NKG2D limita celulas tumorais, sua respos¬ 
ta imunoevasiva e direta: elas suprimem a expressao desses ligantes, como MICA, de sua superfi¬ 
cie, privando assim as celulas matadoras naturals de uma forma importante de reconhecimento. 
Ainda e necessario esclarecer precisamente como essa supressao e alcangada, embora a metilagao 
de promotores tenha sido demonstrada em um pequeno numero de casos. 
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De fato, muitos tipos de celulas de carcinoma humano e de celulas de melanoma desabilitam 
essa via de sinaliza^ao NKG2D como uma estrategia imunoevasiva alternativa: elas conti- 
nuam a sintetizar quanddades significativas de MICA, mas lan^am boa parte dessa proteina 
no meio que as circunda (em vez de expressa-la na superficie celular). A MICA liberada na 
forma soluvel pode ser detectada no soro de muitos pacientes com cancer e age como um 
ligante “isca” que se associa aos receptores NKC2D das celulas matadoras naturals. Assim, a 
MICA soluvel se liga aos receptores NKC2D das celulas matadoras naturals (e das celulas T 
citotoxicas), causando endocitose e degrada^ao desses receptores, tornando esses imunocitos 
incapazes de responder as moleculas de MICA que continuam a ser expressas na superficie 
das celulas dos pacientes com cancer. 

Para concluir a discussao sobre as celulas tumorais e suas intera^oes com as celulas mata¬ 
doras naturals, e necessario observar a forma peculiar pela qual celulas tumorais podem 
produzir metastase por evitar o ataque de celulas matadoras naturals. As celulas tumorais 
que entraram em contato direto com a circula^ao rapidamente adquirem a capacidade 
de se aderir a plaquetas, que, por sua vez, em conjunto com as celulas tumorais, formam 
microtrombos. Quando os mecanismos da coagula^ao que produzem os microtrombos 
sao bloqueados, por meio de uma ou outra estrategia experimental, a taxa de sucesso das 
celulas metastaticas em originar novas colonias tumorais cai em uma grande percenta- 
gem em rela^ao ao que se observaria normalmente. Isso acontece em virtude do ataque 
pelas celulas matadoras naturals, as quais normalmente sao impedidas de reconbecer e 
destruir celulas-alvo neoplasicas ligadas a plaquetas. Essa manobra imunoevasiva parti¬ 
cular nao e desenvolvida pela sele^ao de variantes raras de celulas do tumor, mas, em vez 
disso, acontece quase ao acaso, sendo ativada rotineiramente por todas as celulas tumo¬ 
rais que tenham caido na circula^ao e iniciam os processos para alcan^ar sitios teciduais 
distantes no organismo. 


15.16 Cdulas tumorais ativam um contra-ataque sobre os 
imunocitos 

Anteriormente, foi discutido que celulas tumorais proliferam em individuos imunodeprimi- 
dos, como recipientes de transplantes, cujo sistema imune esta comprometido pelo uso de 
drogas imunossupressoras, bem como em pacientes com AIDS. Na verdade, a grande maio- 
ria dos tumores humanos pode se desenvolver em ambientes imunodeficientes. Mais precisa- 
mente, os tumores podem criar microambientes localizados em que o sistema imune esta 
comprometido. Por manter parte das celulas citotoxicas a certa distancia, os tumores podem 
assegurar certas areas de seguran^a para seu crescimento em varies locals do corpo. 

Uma estrategia para alcan^ar esse objetivo e sugerida por um dos mecanismos descritos 
anteriormente, que em geral e usado por linfocitos citotoxicos para eliminar seus alvos: 
esses linfocitos carregam moleculas do ligante Fas (FasL) em sua superficie, as quais 
ligam e ativam os receptores de morte Fas, expresses por outros tipos celulares do orga¬ 
nismo. A liga^ao do ligante Fas ao receptor de morte leva a ativa 9 ao da via apoptotica 
extrmseca (Se^ao 9.14). 

Muitas celulas tumorais, entretanto, convertem o seu sistema de sinaliza^ao em um processo 
com duas etapas. Primeiro, elas desenvolvem resistencia a morte mediada pelo ligante Fas, 
eliminando celulas por meio de mecanismos nao-compreendidos. Por exemplo, por adquirir 
resistencia a miiltiplas formas de apoptose (veja a Tabela 9.5), as celulas tumorais podem se 
proteger da ativa^ao da cascata apoptotica extrfnseca que e desencadeada pelo receptor Fas 
ativado pelo ligante FasL. Claramente, essa resistencia, por si so, fornece a tais celulas um 
meio de evitar a destrui^ao por celulas citotoxicas, como as celulas T citotoxicas. 

Em uma segunda etapa, muitos tipos de celulas tumorais passam a ter o sistema FasL-Fas sob 
seu controle, por adquirirem a capacidade de produzir e liberar formas soliiveis do ligante 
FasL (Figura 15.31 A e B). Entretanto, numerosos estudos indicam que esse ligante pode 
ativar os receptores de morte Fas expressos na superficie de varios tipos de linfocitos, levando 
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a sua morte. Por ativar esses mecanismos de contra-ataque sobre as celulas imunes adjacentes, 
as celulas tumorais podem mante-las a certa distancia, reduzindo mais uma vez o risco de 
serem eliminadas por elas. 

Em muitos pacientes com cancer, ha evidencias de mVeis reduzidos de linfocitos circu- 
lantes, indicando um defeito sistemico na fun^ao imune. Em pacientes com cancer da 
cavidade oral, por exemplo, veslculas membranosas expressando FasL biologicamente 
ativo ligado a membrana podem ser encontradas na circula^ao (Figura 15.31C); essas 
veslculas parecem ser liberadas pelas celulas tumorais como uma forma de deprimir a 
fun^ao linfocitaria no corpo. A importancia desse mecanismo imunossupressor em 
particular, capaz de limitar o crescimento desse e de outros tipos de tumores, ainda 
precisa de maiores evidencias. 

Formas alternativas de contra-ataque sao usadas por muitos tipos de celulas tumorais huma- 
nas e envolvem a libera^ao de interleucina- 1 0 (IE-10) ouTGF-P. Ambas as protelnas secre- 
tadas sao potencialmente imunossupressoras e agem mediante sua capacidade de induzir 
os linfocitos T a entrarem em apoptose. Alem disso, o TGF-P pode induzir apoptose de 
celulas dendrlticas e macrofagos - duas celulas apresentadoras de antlgeno essenciais do 
sistema imune. 

De forma interessante, a liberaq;ao de IL-10 por celulas tumorais humanas e mimetizada pelo 
virus Epstein-Barr (EBV), o qual adquiriu e remodelou um gene celular para a IL-10. Como 
visto anteriormente (Se 9 ao 3.4), esse virus e um importante agente etiologico dos linfomas 
de Burkitt, de outros linfomas que envolvem celulas da linhagem B e de carcinomas naso- 
farlngeos. Por induzir as celulas infectadas a liberarem citocinas do tipo IL-10, o virus 
Epstein-Barr as protege do ataque direto por celulas imunes, assegurando assim prote^ao 
por longos perlodos. 

Uma serie de experimentos e particularmente ilustrativa da capacidade imunossupressora do 
TGF-P e demonstra que realmente a melhor defesa e iniciar uma resposta de ataque anteci- 
pada (Figura 15.32A). Nesses experimentos, um grupo de 10 camundongos foi injetado com 
uma linhagem de celulas de melanoma de camundongo produtoras de altos nlveis deTGF-P. 
Todos esses camundongos morreram por causa do tumor antes de 45 dias. Em um experi- 
mento complementar, os linfocitos dos camundongos foram transformados em resistentes ao 
ataque mediado por TGF-P, por meio do implante de medula ossea contendo celulas-tronco 
hematopoieticas geneticamente modificadas, que expressam um receptor TGF-P do tipo II 
dominante-negativo (dn) (o qual bloqueia a fun^ao do receptor). Quando as celulas desse 
mesmo melanoma foram injetadas nesse segundo grupo de camundongos, 7 entre 10 ainda 
estavam vivos 45 dias mais tarde, e a avaliafao dos sens pulmoes revelou uma reduq;ao drasti- 
ca das metastases (veja a Figura 15.32B). Um perfil similar foi observado quando celulas de 
carcinoma de prostata foram transplantadas em camundongos normais ou em camundongos 
cujas celulas medulares foram modificadas. 

Tais observa 96 es indicam que a libera^ao de TGF-P pelas celulas do melanoma e do cancer 
de prostata permite que as celulas tumorais se defendam contra o ataque por celulas do 
sistema imune. Entretanto, uma vez que as celulas se tornam resistentes a apoptose induzida 
porTGF-P, esses imunocitos sao totalmente capazes de eliminar essas celulas tumorais. Alem 
disso, em camundongos transplantados com celulas tumorais, cujas celulas hematopoieticas 
expressam o dominante negative TGF-PRII, os linfocitos citotoxicos que apresentam a capa¬ 
cidade de matar as celulas de melanoma in vitro puderam ser recuperados do ba^o; esses 
linfocitos esplenicos estavam virtualmente ausentes em animais controle, nos quais os linfo¬ 
citos nao possuiam esse receptor mutante. 

(Tais experimentos poderiam sugerir estrategias para uma nova terapia antitumoral, na qual 
celulas da medula ossea de pacientes com cancer poderiam ser transformadas, tornando-se 
resistentes a apoptose induzida porTGF-P, fazendo com que essas celulas fossem efetivas em 
atacar muitos tumores humanos que liberam TGF-P. Infelizmente, uma vez que as celulas 
imunes se tornam nao-responsivas ao TGF-P, elas freqiientemente iniciam uma resposta 
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Figura 15.31 Contribuigao do FasL na imunoevasao Algumas celulas 
tumorais sao capazes de se proteger da eliminagao por celulas T por meio 
de urn processo com duas etapas. Primeiro, elas adquirem resistencia a 
eliminagao pelo FasL, o ligante do receptor de morte Fas. Segundo, elas 
se tornam capazes de produzir e liberar FasL, que permite matar linfocitos 
e outras celulas que se coloquem muito proximas delas. (A) Quando 
celulas de melanoma sao marcadas com urn anticorpo FasL, quantidades 
significativas de FasL podem ser vistas concentradas em veslculas 
{vermelho) no citoplasma; os nucleos estao em azul. Uma resolugao ainda 
maior e obtida pelo uso de microscopia imunoeletronica ipainel a direita), 
que revela que o FasL nas celulas do melanoma (pantos pretos maiores) 
esta de fato localizado nos melanossomos (corpos citoplasmaticos que 
contem as molecules de pigmento de melanina preta de melanocitos 
normals); as celulas de melanoma podem liberar esses melanossomos no 
espago extracelular, onde o FasL adquire a capacidade de induzir a morte 
de celulas que expressam o Fas, como os linfocitos adjacentes. (B) Em urn 
adenocarcinoma de colon, aquelas areas do tumor nas quais altos niveis 
de FasL {marram) foram evidentes (acima, a esquerda) apresentaram 
niveis muito baixos (no proximo corte de tecido) de linfocitos infiltrantes de 


tumores (TILs; vermeho, a esquerda, abako). Por outro lado, aquelas areas 
que apresentaram baixos niveis de FasL (marram, acima, a direita) 
mostraram altos niveis de TILs (vermelho, abako, a direita). TILs que 
estavam proximos de areas com muito FasL apresentaram altas taxas de 
apoptose (nao-mostrado). (C) Uma explicagao para a supressao 
frequentemente observada dos linfocitos T circulantes em pacientes com 
carcinoma oral poderia vir da descoberta de que a grande maioria desses 
pacientes (mas nao controles normals) tern microvesiculas em sua 
microcirculagao que expressam FasL ligado a membrana, o qual e uma 
forma particularmente potente de indugao de apoptose desse ligante de 
morte. Essas microvesiculas foram purificadas a partir do soro desses 
pacientes, sendo demonstrado, por microscopia imunoeletronica (ver 
painel A), que elas contem EasL ligado a membrana (pantos pretos, 
detaihe). (A, esquerda, extraldade G. Andreole, L. Rivoltini, C. Castelli et 
al., J. Exp. Med. 195: 1303-1316, 2002; A, direita, extralda de L. Rivoltini, M. 
Carraba, V. Huber et al., Immunol Rev. 188:97-113, 2002; B, extralda de A. 
Houston, M.W. Bennett, G.C. O'Sullivan etal., Brit J. Cancer 89: 1345-1351, 
2003; C, extralda de J.W. Kim, E. Wieckowski, D.D. Taylor et al., Clln.Cancer 
Res. 11:1010-1020, 2005.) 
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auto-imune devastadora sobre os tecidos do organismo, produzindo uma condi^ao que pode 
ser mais debilitante e rapidamente letal do que a doen^a neoplasica.) 


Resultados complementares sao provenientes de experimentos nos quais a capacidade 
das celulas tumorais em liberal TGF-P tenha sido muito reduzida pela inser^ao de cons- 
trufoes de sentido complementar nelas. Essas celulas tumorais perdem muito da sua 
for^a tumorogenica, em grande parte porque sao circundadas por nichos de linfocitos 
capazes de elimina-las. 


Em CO nj unto, esses varios experimentos indicam que, mesmo quando as celulas T citotoxicas 
adquirem imunorreatividade adaptativa contra celulas tumorais, essas celulas T e as NK coadju- 
vantes com freqiiencia sao impedidas de eliminar as celulas tumorais por uma variedade de 
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Figura 15.32 Papel do TGF-p no controle das respostas imunes (A) Se 
celulas progenitoras de linfbcitos que possuem urn receptor TGF-p II 
(dn TGF-pRII, acima) sao introduzidas na medula de urn camundongo, 
sao formados linfocitos diferenciados {verde) que nao tern 
responsividade aos efeitos de eliminagao do TGF-p {diagrama 
esquerdo). Se celulas de melanoma sao introduzidas em urn 
camundongo que possui esses linfocitos, mesmo que essas celulas de 
melanoma sintetizem grandes quantidades de TGF-p (o qual e 
normalmente toxico para os linfocitos; quadrados beges), os linfocitos 
proliferam e sao capazes de matar as celulas do melanoma, 
bloqueando assim a formagao do tumor. Ao contrario, quando as 
mesmas celulas de melanoma sao introduzidas em urn camundongo 
hospedeiro que tenha sido transplantado com progenitores de linfocitos 
expressando o receptor TGF-p II selvagem {ilustragao a direita), o TGF-p 
liberado pelas celulas do melanoma induz os linfocitos (azul), os quais 


apresentam receptores TGF-p completamente funcionais, a entrarem 
em apoptose (abaixo). Isso prova que a secregao de TGF-p e uma 
forma altamente efetiva pela qual as celulas de melanoma podem se 
defender contra o ataque imune. (B) As diferengas dramaticas na 
capacidade de formagao do tumor sao reveladas pelas propriedades 
relacionadas de celulas pigmentadas de melanoma em formarem 
metastases de pulmao. Camundongos C57/BL6 selvagens 
desenvolvem rapidamente muitas dessas metastases ipontos pretos, 
direita), enquanto aqueles que expressam o receptor TGF-p tipo II 
dominante-negativo (dn TGF-pRII) em suas celulas T bloquearam a 
formagao de metastase {esquerda). Os pulmoes foram observados 
aqui 21 dias depois que as celulas-B16 de melanoma foram injefadas 
por via endovenosa. (Extrafda dos resultados de L. Gorelik e R.A. 
Flavel, Nat. Med. 7:1118-1122, 2001; B, extraida de A. Shah, W.B. 
Tabayoyong, S.D. Kundu et at, Cancer Res. 62: 7135-7138, 2002.) 
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mecanismos que envolvem este ultimo grupo celular. Pelo menos tres agentes — TGF-P, 
IL-10 e FasL - tern sido propostos como ferramentas utilizadas pelas celulas tumorais para o 
contra-ataque sobre os imunocitos que tentam fazer a defesa. Uma vez que a elimina^ao de 
celulas tumorais marcadas com anticorpos e freqiientemente conduzida por imunocitos (p. ex., 
celulas matadoras naturals, macrofagos; veja a Figura 15.3), a secre^ao desses agentes imu- 
nossupressores pode tambem proteger as celulas tumorais da elimina^ao naqueles pacientes 
que apresentam altos mVeis de anticorpos antitumorais circulantes. 


15.17 Cdulas tumorais se tornam intrinsecamente resistentes a 
varias formas de elimina^ao usadas pelo sistema imune 

As celulas tumorais podem tambem alterar a sua propria bioqui'mica, tornando-se menos 
responsivas as formas de ataque ativadas pelo sistema imune. Um exemplo dessa estrategia 
geral foi mencionado anteriormente: algumas celulas tumorais se tornam resistentes ao FasL 
liberado por varies tipos de imunocitos citotoxicos. Por alterarem as vias de sinaliza^ao asso- 
ciadas ao receptor de morte Fas, essas celulas se tornam relativamente insensiVeis ao FasL 
liberado por muitos imunocitos. 

Uma manobra de defesa afim e acionada em resposta a outro mecanismo usado por linfocitos T 
citotoxicos e celulas matadoras naturals para elimina^ao de celulas, incluindo as de origem 
tumoral. E importante lembrar que esses imunocitos introduzem uma protease - uma gran- 
zima- nas celulas-alvo (Se 96 es 9.14 e 15.3), as quais sao capazes de induzir a apoptose dessas 
celulas por clivar e ativar proenzimas de caspases. As celulas tumorais podem escapar desse 
mecanismo de destrui^ao apenas por aumentarem os mVeis de certas protemas inibidoras de 
caspases (lAPs), as quais agem por meio do seqiiestro e conseqiiente inativa^ao de caspases 
pro-apoptoticas (Se^ao 9.13). 

Essas duas estrategias para evitar a morte sao complementa^oes de mecanismos que ja foram 
discutidos previamente no Capi'tulo 9, no qual a aquisi^ao de resistencia a apoptose foi des- 
crita como um dos marcadores do cancer. A citotoxicidade iniciada pelo sistema imune pode 
ser somada a outros estressores fisiologicos, incluindo hipoxia, desequili'brios da sinaliza^ao 
intracelular e perda de ancoragem, que for^am as celulas tumorais a desativar suas vias de 
sinaliza^ao pro-apoptoticas durante o curso da progressao tumoral. 

Pacientes com cancer apresentam freqiientemente niveis significativos de anticorpos anti¬ 
tumorais em sua circula^ao, indicando que suas celulas tumorais podem carregar si'tios de 
liga^ao para moleculas de anticorpo. Como pode ser observado na Figura 15.9, essas celulas 
sao passi'veis de elimina 9 ao pelo conjunto de protemas plasmaticas que formam o sistema 
complemento. Quando participam do processo de citotoxicidade dependente do comple- 
mento (CDC), as moleculas desse sistema se associam a moleculas de anticorpo ligadas a 
superffeie celular, formando poros na membrana plasmatica adjacente, induzindo a morte 
celular rapidamente. As celulas normals se protegem da morte pelo sistema complemento 
por expressarem em sua membrana plasmatica uma ou varias protei'nas do complemento, 
chamadas de protemas regulatorias do complemento ligadas a membrana (mCRPs). As pro¬ 
temas mais importantes desse grupo sao CD46, CD55 e CD59. 

A superexpressao dessas mCRPs tern sido identificada na superffeie de uma serie de tipos de 
celulas tumorais. Ela confere as celulas tumorais uma medida de prote^ao da citotoxicidade 
dependente do complemento (Figura 15.33). As observances repetidas da expressao elevada 
de mCRP em uma grande variedade de celulas tumorais sugere que as progenitoras das celu¬ 
las tumorais foram expostas, em alguma fase do seu desenvolvimento, por mecanismos de 
citotoxicidade dependences do complemento, sendo que, em resposta, houve a sele^ao de 
algumas variances de celulas tumorais resistentes ao ataque do complemento, capazes de su- 
perexpressar uma ou outra protema mCRP. (De maneira interessante, o herpesvirus saimiri, 
uma forma virulenta de herpesvirus que causa linfomas e leucemias em macacos do novo 
mundo, expressa uma proteina relacionada a mCRP CD 5 9 humana. Aparentemente, o virus 
usa essa proteina para proteger as celulas infectadas dos mecanismos de destruinao ativados 
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FIgura 15.33 Regulagao da casoata do complemento pelos mCRPs Os 
mCRPs (CD46, CD55 e CD59) sao Inibldores da cascata do 
complemento llgados a membrana que protegem as celulas da Use 
medlada pelo complemento e sao frequentemente superexpressos 
pelas celulas tumorais humanas. (A) CD59 e uma glicoprotelna llgada a 
membrana plasmatica das celulas {molecula localizada posteriormente 
no piano da pagina) por uma cauda de ancoragem (marrom) de 
fosfatidll Inositol (GPI). A estrutura do CD59 apresentada aqui fol 
determlnada por ressonancia magnetica nuclear (NMR). 0 CD59 llga 
certos tipos de componentes do complemento e assim previne a 
formagao completa do complexo de ataque da membrana (MAC), que 
medela a atlvldade citolltlca do complemento. 0 CD59 e 
estruturalmente relaclonado ao receptor uPAR (veja a FIgura 14.34) e a 
varlas neurotoxinas de veneno de cobra. Residues de carbono e 
enxofre das cistelnas (preto, amarelo), helices a (verde), folhas j3 
pregueadas {azul-piscina) estao em destaque. (B) Celulas de 
neuroblastoma LAiNI, as quais sao normalmente multo sensivels a Use 
pelo complemento do rato, foram transfectadas com urn vetor de 
expressao que as induziu a superexpressar a protelna mCRP CD59 de 
rato. Como visto pela anallse de selegao de celulas ativada por 
fluorescencia (FACS) (acima, a esquerda e a direita), Isso fez com que 
as celulas LAN1 normals {esquerda) expressassem nivels 20 a 30 vezes 
mals elevados de CD59 {direita). Cuando essas duas populagdes de 


celulas foram Incubadas in vitro em melo contendo soro de rato mals 
urn anticorpo que ativa o complemento presente nesse soro {abaixo, a 
esquerda), as celulas superexpressando CD59 foram protegidas da Use 
medlada pelo complemento {curva azul), em contraste as celulas nao- 
manlpuladas, as quais foram altamente sensivels a essa Use {curva 
vermelha). Quando essas duas populagdes celulares foram 
Implantadas em ratos Nude Imunocomprometidos {abaixo, a direita), as 
celulas LAN1 formaram tumores apenas lentamente {curva vermeiha), 
enquanto aquelas que superexpressaram CD59 formaram fumores 
rapldamente {curva azul). Isso Indicou que a morte medlada pelo 
complemento geralmente impede o cresclmento de tumores LAN1 
nesses ratos. (C) Esta mlcrografla de imunofluorescencla da seegao 
de urn carcinoma humano de ducto de mama mostra a expressao 
de CD59 nas celulas de carcinoma formadoras do ducto {verde), 
com virtualmente nenhuma coloragao do tecido do estroma 
adjacente. (Uma vez que o CD59 e fracamente ligado por melo de uma 
ancoragem GPI as superficies luminals das celulas epiteliais do ducto, 
ele e liberado em grandes quantidades no lumen dos ductos, gerando 
uma coloragao amarela intensa.) (A, extralda de C.M. Fletcher, R.A. 
Flarrison, RJ. Lachmann and D. Neuhaus, Structure 2: 185-199, 1994; B, 
extralda de S. Chen, T. Caragine, N.-K. V. Cheung e S. Tomlison, Cancer 
Res. 60:3013-3018, 2000; C, extralda de J. Flakulinen e S. Meri, Lab. 
Invest. 71:820-827, 1994.) 
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Figura 15.34 Celulas T regulatorias e imunoevasao tumoral (A) Celulas 
tumorais {cor-de-rosa) liberam a quimiocina CCL22 {drculos violeta pequenos), 
que se liga ao receptor de quimiocina CCR4 {azuf) expresso peias T^^gS, 
atraindo-as, dessa forma, para o tumor. Uma vez recrutadas, as T^ggS, que 
apresentam antigenos de superficie celuiar CD4 e CD25, sao capazes de inibir 
dois tipos de “celuias T efetoras” - os linfbcitos T auxiliares (T|_|) CD4+CD25' 
{verde-claro) e os linfbcitos citotbxicos (Tf,) CD8+CD25' {laranja-claro). Essas 
agbes podem incapacitar os componentes mais importantes da resposta imune 
do hospedeiro a urn tumor. (B) A marcagao por imunofluorescencia revela a 
presenga de T^^gS por meio de sua expressao do antigeno de superficie CD25 
{vermelho) e do fator de transcrigao FOXP3 (verde). Elas sao vistas aqui entre 
celulas T citotbxicas CDS positivas {azul), cujas agbes elas estao inibindo; 
esses linfbcitos estavam presentes na ascite de uma paciente sofrendo de 
cancer de ovario. (C) Entre pacientes com cancer de ovario avangado (estagio 
IV), a concentragao de T^ggS infiltrantes de tumores nas secgbes do tumor e urn 
forte preditor de uma grande sobrevida, como indicado por essas curvas de 
Kaplan-Meier. (A, extraida de E.M. Shevach, Nat. Med. 10:900-901,2004; B e C, 
extraida de T. Curiel, G. Coukos, L. Zou et al., Nat Med. 10:942-949, 2004.) 



pelo sistema complemento do hospedeiro.) Varios outros mecanismos que protegem as celu¬ 
las tumorais contra a citotoxicidade dependente do complemento tern sido descritos, embora 
ainda necessitem ser mais bem-estudados. 


15.18 Cdulas tumorais atraem celulas T regulatorias para se 
defender do ataque de outros linfocitos 

As celulas T regulatorias (TregS) - um tipo de linfocitos caracterizado mais recentemente 
(Segao 15.6) - parecem exercer tambem um papel fundamental na imunoevasao peias celulas 
tumorais. Deve-se lembrar que uma pode inibir diretamente ou ainda destruir tanto as 
celulas T auxiliares como as citotbxicas que reconhecem o mesmo antigeno identificado por 
ela. (Em todos os casos, o reconhecimento antigenico ocorre por meio de receptores de celu¬ 
las T [TCRs] que varios desses linfbcitos expressam.) 

Em individuos normais, as T^ggS representam apenas 5 a 10% da populagao de linfbcitos 
CD4+, sendo o restante constituido de celulas T auxiliares. Em pacientes com cancer, entre- 
tanto, esse numero pode aumentar para 25 a 30%. Alem disso, as T^gS tern sido encontradas, 
freqiientemente em mimeros maiores, entre os linfbcitos que infdtram tumores (TILs) pre¬ 
sentes em carcinomas de pulmao, ovario, mama e pancreas, bem como em tumor ascitico 
(Figura 15.34A e B). Em conjunto, essas varias observagoes sugerem que as Tj.ggS exercem um 
importante papel na regulagao da imunidade antitumoral. 


















704 / CAPfTULO 15 CONTROLE POPULACIONAL: ImUNOLOGIA TuMORAL E ImUNOTERAPIA 


Os tumores liberam a quimiocina CCL22 a fim de recrutar T^gS; estas celulas expressam um 
receptor de superflcie correspondente denominado CCR4. Uma vez presentes na massa tu¬ 
moral, as T S podem suprimir as a^oes das celulas T auxiliares que sao fundamentals na 
mobiliza^ao de respostas humorais e celulares do sistema imune adaptativo, bem como de 
celulas T citotoxicas que sao capazes de atacar e eliminar celulas tumorais (Se^ao 15.1). As- 
sim, a habilidade de dar im'cio a esses processes imunoevasivos pode ser relacionada com a 
capacidade do tumor de produzir e secretar CCL22. 

A existencia de Tjj.gS claramente complica muitas das conclusoes determinadas nos ulti- 
mos anos acerca do papel de linfocitos infdtrantes de tumores (TILs) na patogenese 
tumoral. Tern sido considerado que esses linfocitos sao celulas T citotoxicas que estao 
ativamente envolvidas na elimina^ao de celulas tumorais adjacentes (veja, como exemplo, 
a Figura 15.2ID). Entretanto, se as T^^gS representam uma propor^ao significativa dos 
TILs em alguns tumores, entao o significado do mimero total de TILs nesses tumores 
nao e claro. Isso significa que avaliafoes das proporqoes relativas de celulas T citotoxicas e 
T„gS devem ser realizadas a fim de compreender a dinamica real das intera^oes do tumor 
com a resposta imune do hospedeiro. Observafoes como a apresentada na Figura 15.34C 
podem sugerir que a disfun^ao de muitos linfocitos T citotoxicos associados a tumores 
(CTLs) pode ser explicada pela presen^a de muitas T„gS no seu meio, e essas T^^gS po¬ 
dem ser determinantes cn'ticos de como o sistema imune e ou nao capaz de manter o 
crescimento tumoral sob controle. 


15.19 A imuniza^ao passiva com Herceptina pode ser usada para 
matar celulas de cancer de mama 

Ate agora, tem-se discutido bastante sobre a questao da efetividade do sistema imune 
humano na defesa contra o desenvolvimento espontaneo de tumores. As respostas para 
essa questao sao certamente complexas e continuam a gerar muitas discussoes. Entretan¬ 
to, a resolu^ao dessas discussoes nao e um pre-requisito para que se responda a uma 
segunda questao: poderia, o sistema imune de um paciente, ser manipulado de forma a 
se tornar capaz de eliminar celulas tumorais que tenham se formado em diversos sitios 
do organismo? 

Dois tipos de interven 9 ao poderiam ser consideradas: seguindo uma estrategia principal, 
poderia se ativar ou aumentar a capacidade do sistema imune do paciente para montar um 
ataque contra o tumor que ele apresenta. Isso envolveria o uso de certos fatores imunoestimu- 
latdrios que podem incitar o desenvolvimento e a prolifera^ao de linfocitos habeis em iniciar 
um ataque efetivo. Esse aumento da fun 9 ao imune antitumoral tambem poderia ser obtido 
pela exposifao dos pacientes a TATAs ou TSTAs expressos pelos seus tumores, imunizando 
dessa forma o paciente contra o tumor, de maneira semelhante ao que e feito na vacina 9 ao 
contra infec^oes virais ou bacterianas. 

A estrategia terapeutica alternativa envolve varias formas de imuniza^ao passiva. O uso dessa 
classe de estrategias implica que o proprio sistema imune do hospedeiro seja incapaz de 
montar uma resposta imune efetiva, mesmo depois que terapias imunoestimulatorias te¬ 
nham sido aplicadas, e envolve a administra^ao ao paciente de produtos imunes (p. ex., 
anticorpos) ou celulas originadas do sistema imune de um outro organismo. (Os imunologis- 
tas reservam o termo “imuniza^ao passiva” para procedimentos que envolvem a introdu^ao 
de anticorpos em um paciente, mas aqui esse termo sera empregado de forma mais abrangen- 
te.) Quando as celulas sao procedentes do sistema imune de um outro indivi'duo, esse proce- 
dimento com freqiiencia e chamado de transferencia adotiva. Inicialmente, serao descritos 
os varies tipos de imuniza^ao passiva, para que entao sejam abordadas as estrategias imuno¬ 
estimulatorias na proxima se^ao. 

O tratamento mais conhecido envolvendo imuniza^ao passiva emprega um anticorpo mono¬ 
clonal chamado Herceptina, tambem denominado trastuzumab pelos seus idealizadores. A 
Herceptina deriva de um anticorpo monoclonal de camundongos que reage fortemente com 
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a protema relacionada ao receptor EGF, denominada HER2, erbB2 ou Neu (Se^oes 4.3 e 
5.6; Tabela 5.2); como descrito anteriormente, esse receptor e superexpresso em 30% dos 
tumores de mama diagnosticados no ocidente. 

Enquanto a protema HER2 nao representa exatamente um anti'geno especffico de tumores, 
sua expressao em m'veis anormais muito elevados - freqiientemente 10 a 100 vezes acima do 
normal - pode criar uma celula-alvo preferencial para a Herceptina. Essa seletividade - eli- 
mina^ao preferencial de celulas tumorais — deriva diretamente de diferen^as entre celulas 
normals e tumorais — nesse caso, a superexpressao de HER2 por celulas de cancer de mama. 
Essa superexpressao, a qual e normalmente resultante de uma amplifica^ao do gene que codi- 
fica o receptor, esta associada a um mau prognostico, envolvendo a progressao da doen^a 
durante os anos apos o diagnostico inicial (veja a Figura 4.6). 

A fim de produzir a Flerceptina, inicialmente foi desenvolvido um anticorpo monoclonal de 
camundongo (MoAb) contra o HER2. Entretanto, esse anticorpo, assim como todos os anticor- 
pos murinos, nao poderia ser utilizado diretamente para terapia em humanos, simplesmente por- 
que a regiao constante do anticorpo (veja a Figura 15.1), sendo originada de camundongos, cons- 
titui um anti'geno potente por si so e assim leva o sistema imune humano a produzir altos m'veis de 
anticorpos que ligam e neutralizam as moleculas de anticorpo de camundongo. Alem disso, esses 
anticorpos humanos anticamundongo (HAMAs) podem ocasionalmente induzir choque anafila- 
tico em um paciente tratado novamente com um anticorpo de camundongo. 

Conseqiientemente, o cDNA que codifica o anticorpo anti-HER2 de camundongos foi re- 
modelado, de forma que a regiao constante (C) da molecula de anticorpo codificado apresen- 
tasse seqtiencias humanas, em vez de seqiiencias de camundongos; como esperado, a quime- 
ra anti-FlER2 MoAb resultante (Figura 15.35) nao foi imunogenica quando administrada 
em pacientes. De maneira importante, apos essa inje^ao, foi observado que as moleculas de 
Herceptina quimerizadas permaneciam na circula^ao em m'veis significativos por mais de um 
mes, indicando a ausencia de qualquer resposta imune do hospedeiro anti-Herceptina, bem 
como o potencial dos efeitos terapeuticos prolongados. (Uma modifica^ao adicional desse 
anticorpo, a qual tambem substitui seqiiencias de camundongo por seqiiencias humanas de 
por^oes da regiao variavel [V] do anticorpo, que se localiza fora do si'tio de combina^ao do 
anti'geno, resulta em um anticorpo humanizado; essa Herceptina humanizada possui ainda 
menos determinantes antigenicos do que a versao quimerica.) 

O uso do anticorpo Herceptina levou a um aumento do tempo de vida de pacientes com 
cancer de mama cujos tumores superexpressavam a protema HER2. A Herceptina raramente 
e utilizada de maneira isolada; em vez disso, e aplicada em combina^ao com tratamentos 
quimioterapicos ja estabelecidos para o cancer de mama. Em um grande estudo cli'nico, a 
adifao de Herceptina ao tratamento quimioterapico padrao de mulheres com cancer de mama 
avan^ado resultou em um maior tempo para a progressao da doen^a (7,4 versus 4,6 meses 
com a quimioterapia sozinha), uma taxa reduzida de morte em um ano (22 versus 33%) e um 
tempo global de sobrevida maior (25 versus 20 meses). 


Figura 15.35 Flumanizagao dos anticorpos 
terapeuticos (A) Os anticorpos monoclonais 
(MoAbs) que sao produzidos em 
camundongos em geral nao podem ser 
usados terapeuticamente em humanos por 
periodos muito longos, porque as regioes 
constantes das cadeias leve e pesada do 
anticorpo de camundongo (figura a 
esquerda) sao imunogenicas quando 
introduzidas em humanos, provocando 
assim a formagao de uma resposta seria 
anti-MoAb nos pacientes tratados, que 
pode neutralizar as agoes do anticorpo 
MoAb inocuiado. Para contornar isso, os 
cDNAs que codificam as cadeias leve e 
pesada do MoAb de camundongo (azul) 
sao clonados, e os segmentos de DNA 
codificando os dominios de combinagao ao 
antigeno do MoAb de camundongo, os 
quais estao localizados nas regioes 
variaveis das cadeias pesada e leve, sao 
fusionados com os genes que codificam as 
regioes constantes do anticorpo humano 
(vermelho), produzindo um anticorpo 
quimerico que nao e imunogenico ou, na 
pior das hipoteses, e fracamente 
imunogenico. (B) Este estudo de 
cristalografia de raios X resolve a estrutura 
detalhada do complexo entre a Fterceptina 
e as moleculas FIER2 em uma resolugao de 
2,5 A. A superficie do dominio de ligagao ao 
antigeno da Flerceptina (vista aqui como o 
fragmento proteolitico Fab do anticorpo) 
reconhece e liga um epitopo localizado em 
um dos quatro subdominios do ectodominio 
do FIER2 (vermelho, figura anexada em 
amarelo), denominado subdominio IV 
(direita)-, as cadeias laterals dos residuos 
FiER2 que entram em contato com a 
Fterceptina sao mostradas nas figuras anexas 
em amarelo. Esse subdominio do FIER2 e 
imediatamente adjacente ao dominio 
transmembranico do receptor pelo qual ele 
passa atraves da membrana plasmatica 
(veja a Figura 15.38B). (A, adaptada de 
R.A. Goldsby et al., Imunnology, 5th Ed. 

New York: Freeman, 2002; B, extraido de 
Ft.S. Cho, K. Mason, K.X. Ramyar et al., 
Nature 421:756-760, 2003.) 
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Figura 15.36 Receptores Fc expresses per imunocitos Os receptores de 
superffcie celular Fc (verde) sao usados por varies tipos de imunocitos 
para a ligagao a regioes constantes (veja, por exempio, a Figura 15.3) de 
moleculas de anticorpo. Lima vez que as molecuias de anticorpo sao 
ligadas aos antigenos de superffcie de uma celuia-alvo potencial, os 
receptores Fc entao possibilitam que os imunocitos se iiguem as regioes 


constantes dos anticorpos ligados, iniciando a ativagao dos imunocitos e o 
ataque sobre as celulas-alvo. Como visto aqui, uma serie de variantes do 
receptor Fc foi desenvolvida pelo sistema imune, com a subclasse de 
receptores Fey, por exempio, sendo especializada em iigar regioes 
constantes das moleculas de anticorpo IgG. (Extraida de C.A. Janeway Jr. 
et al., Immunobiology, 6th Ed., New York: Garland Science, 2005.) 


Respostas ainda mais impressionantes foram anunciadas em 2005: mulheres com tumores de 
mama operaveis, mas superexpressando a protema HER2, foram tratadas no pos-operatorio 
com quimioterapia isolada ou em combinagao com Herceptina; a maior parte dessas mulhe¬ 
res apresentava micrometastases nos linfonodos de drenagem (veja a Figura 14.41). Apos 
quatro anos, apenas 15% das mulheres que receberam o tratamento duplo tiveram recidiva, 
enquanto foi observada recidiva em 33% das mulheres que receberam apenas quimioterapia. 
E plausi'vel, embora isso nao tenha sido provado, que muitos dos efeitos terapeuticos benefi- 
cos da Elerceptina observados nesse estudo sejam decorrentes da sua capacidade de bloquear 
a proliferagao de celulas tumorais residuais que persistiram apos a remogao do tumor prima- 
rio; na ausencia de Herceptina, essas celulas poderiam ser responsivas a mitogenos produzi- 
dos pelo processo de reparo que se segue apos a cirurgia (veja a Barra lateral 13.4). 

Os mecanismos precisos pelos quais os anticorpos de Herceptina eliminam celulas de tumor 
de mama que superexpressam HER2 ainda continuam sendo um tema de controversia. Um 
mecanismo importante de destruigao de celulas tumorais esta relacionado a presenga de re¬ 
ceptores Fey na superffcie de uma variedade de celulas citotoxicas e fagociticas, incluindo 
especialmente as celulas matadoras naturals e os macrofagos (Figura 15.36; veja tambem a 
Figura 15.3). Esses receptores se ligam a regioes constantes das moleculas de imunoglobulina 
y (IgG) que sao expressas na superficies de outras celulas, como as celulas de cancer de mama 
tratadas com Herceptina. Tal ligagao informa as celulas citotoxicas que expressam o receptor 
Fey da presenga de uma celula que deveria ser marcada para eliminagao. Assim, celulas mata¬ 
doras naturals e macrofagos se tornam ligados a celulas tumorais que apresentam anticorpos 
IgG por meio de seus receptores Fey, iniciando a eliminagao das celulas tumorais — um 
processo chamado de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). 

Linhagens germinativas de camundongos imunocomprometidos foram modificadas por de- 
legao genica de um receptor Fey fundamental. Esses camundongos apresentaram uma capa¬ 
cidade bastante reduzida de eliminar celulas de cancer de mama humano transplantadas apos 
o tratamento com Herceptina, fornecendo evidencias de que a ADCC e um mecanismo- 
chave para a eliminagao de celulas pela Herceptina. De maneira interessante, a eficacia da 
terapia com Herceptina parece ser comprometida em certos pacientes com cancer, simples- 
mente porque eles nao apresentam os m'veis normals de celulas matadoras naturals, que sao 
responsaveis pela maior parte da ADCC que ocorre durante a terapia com Herceptina. Ana- 
lisadas em conjunto, essas varias observagoes reforgam a ideia de que a maior parte da elimi- 
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Figura 15.37 Tratamento de celulas de 
cancer de mama com Herceptina A 
Herceptina tern muitiplos efeitos sobre 
celuias tumorais que superexpressam 
HER2/Neu. No trabaiho mostrado aqui, as 
ceiuias tumorais do cancer de mama 
humano MCF7 foram forgadas a 
superexpressar a proteina do receptor 
HER2/Neu. (A) Como consequencia da 
incubagao proiongada com Herceptina, os 
niveis de HER2/Neu diminuiram 
substanciaimente, sendo esse processo 
proporcionai a concentragao de Herceptina 
e a duragao do tratamento in vitro. Em 
paraieio, os niveis das cinases Akt/PKB 
(antiapoptotica) e MAP (mitogenica) 

(Segoes 6.5 e 6.6) ativadas e fosforiiadas 
cairam marcadamente (enquanto os niveis 
das formas totais dessas duas proteinas 
nao foram aiterados.) (B) 0 tratamento 
isoiado das ceiuias tumorais com 
Herceptina teve urn efeito minimo sobre a 
extensao de apoptose dessas ceiuias. 0 
tratamento com raios X tambem teve urn 
efeito minimo. Entretanto, os dois agiram 
sinergisticamente induzindo apoptose, 
como indicado na ordernada. (C) Os 
efeitos coiaborativos da Herceptina com a 
radiagao sao mostrados; neies, as ceiuias 
tratadas com o anticorpo tiveram uma 
sensibiiidade consideraveimente maior a 
radiagao do que as ceiuias nao-tratadas. 
As doses da radiagao sao fornecidas em 
cinza (Gy). (Notar que a ordenada e 
iogaritmica.) (Extraida de K. Liang, Y. Lu, 
W. Jin et ai., Mol. Cancer Ther. 2:1113- 
1120, 2003.) 


nagao de celulas tumorais induzida pela Herceptina depende das celulas matadoras naturals 
e de seus receptores Fey. Essa eliminagao pode ser aumentada por modificagoes adicionais da 
molecula de Herceptina. 

Outros mecanismos ainda podem contribuir para os efeitos da Herceptina. Por exemplo, 
quando muitas proteinas da superfleie celular sao expostas a anticorpos reativos, essas protei- 
nas sao internalizadas e degradadas. O mesmo processo resulta no decrescimo da expressao 
de HER2 na superfleie de celulas de cancer de mama apos a exposigao a Herceptina. Essa 
redugao faz com que as celulas do tumor de mama percam o sinal PI3K cinase e Akt/PKB 
ativado pelo HER2, que as protege da apoptose, tornando, desta forma, as celulas tumorais 
mais suscetiVeis a eliminagao por radio ou quimioterapia (Figura 15.37). 

Tambem e claro que em muitos tumores de mama, uma vez que o ectodomfnio da proteina 
HER2 e expresso na superfleie celular, ele pode ser degradado por proteases extracelulares. A 
proteina residual que contem o domlnio citoplasmatico e transmembranico de tirosina-cinase 
possui a fungao de cinase ativada constitutivamente, sendo, assim, uma oncoprotelna muito 
potente (p. ex., veja a Figura 5.11). A clivagem pos-traducional da HER2 que produz esse 
receptor desregulado pode ser bloqueada pela ligagao da Herceptina. 

Em adigao, outro mecanismo que poderia contribuir para as agoes antitumorais da Hercep¬ 
tina pode ser associado a seus efeitos antiangiogenicos: os ligantes do receptor HER2 sao 
conhecidamente liberados pelas celulas endoteliais a fim de auxiliar no recrutamento de pe- 
ricitos e celulas musculares lisas para a formagao de capilares. Como visto anteriormente, esse 
recrutamento e crltico para a maturagao dos vasos sangiilneos, incluindo aqueles formados 
na proximidade do tumor (Segao 13.1). A redugao desse recrutamento pela Herceptina po¬ 
deria explicar seus efeitos antiangiogenicos sobre muitos tumores. Outro anticorpo mono- 
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Barra lateral 15.4 A Herceptina e apenas o primeiro de muitos anticorpos anti-receptor clinica- 
mente liteis O receptor EGF (EGF-R; HERl) parece estar superexpresso em cerca de um ter^o 
de todos os carcinomas humanos e em quase metade dos glioblastomas tambem. Como no caso 
do HER2, sua superexpressao aparentemente exerce um papel crucial em prover sinais mitogeni- 
cos e antiapoptoticos para as celulas tumorais. Alem disso, uma vez que o HER2 e o EGE-R 
formam heterodi'meros, o ultimo pode ter um papel-chave em direcionar a prolifera^ao de celulas 
de cancer de mama que superexpressam HER-2. 

For varias razoes historicas, o desenvolvimento de anticorpos monoclonais, notavelmente o 
Erbitux (tambem chamado de cetuximab), ficou atras do desenvolvimento da Herceptina em 
cerca de tres anos. Seu uso clmico para o tratamento de tumores colorretais avan^ados foi aprova- 
do pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) em 2004. Em longo prazo, anticorpos como o 
Erbitux podem apresentar uma maior utilidade do que a Herceptina, apenas porque o receptor 
EGF-R parece participar da patogenese de um mimero maior de tumores do que HER2. 


Figura 15.38 Mecanismos multiplos de inibigao do receptor por anticorpos 
monoclonais (A) Diferentemente de outros anticorpos anti-receptor, o Erbitux 
(Fab, amarelo, laranja, painel a esquerda) se liga com uma regiao do receptor 
EGF {area circulada) que tambem esta envolvida na interagao do ligante pelo 
EGF {azul-piscina, painel a direita), bloqueando assim a ativagao do receptor 
estimulada pelo ligante. (0 anticorpo monoclonal se llga com afinidade 50 
vezes maior ao ectodominio EGF-R do que o ligante EGF.) Os domlnios de 
combinagao ao antigeno das cadeias leve e pesada da molecula de anticorpo 
sao indicados por VL e VFI, respectivamente. Apenas uma porgao do anticorpo 
(incluindo o domlnio de combinagao ao antigeno), chamada de fragmento Fab, 
foi analisada nesse estudo de cristalografia de raios X. (B) Quando tres 
complexes anticorpo-receptor distintos sao vistos lateralmente e a uma 
distancia maior, torna-se claro que os anticorpos agem sobre os receptores de 
muitas formas diferentes. Os sitios de ligagao espedficos das cadeias pesada 
{azul-piscina) e leve {amarelo) dos varies anticorpos monoclonais anti-receptor 
foram mapeados, como no painel (A), por cristalografia de raios X. 0 Erbitux 
{painel a esquerda), cuja ligagao ao dominio III do ectodominio EGF-R/FIER1 foi 
mapeada com mais detalhes no painel (A), pode ser visto bloqueando o sitio 
de interagao do ligante EGF (comparer a Figura 5.16C). Ao contrario, a 
Flerceptina {painel do meio) se liga ao receptor FIER2/Neu de uma forma que 
permite ao ultimo continuar a former homo ou heterodimeros com membros da 
familia FIER de receptores (FIERI, FIER2, FIER3, FIER4; veja tambem a Figura 
15.35B), enquanto um terceiro anticorpo, chamado Omnitarg ou pertuzumab 
{painel a direita), se liga ao dedo que aponta para a direita no ectodominio do 
dominio II de FIER2 que e critico para essa dimerizagao, bloqueando assim a 
habilidade de FIER2 de formar heterodimeros com outros receptores 
relacionados. (Como a Flerceptina, o Omnitarg pode induzir citotoxicidade 
celular dependente de anticorpos.) (A, extraida de S. Li, K.R. Schmitz, RD. 
Jeffrey et al., Cancer Cell 7:301-311, 2005; B, extraida de S.R. Flubbard, Cancer 
Cell. 7:287-288, 2005.) 


clonal que se liga ao HER2 e um anticorpo reativo ao receptor EGF (HERl) tambem foram 
desenvolvidos. Eles funcionam diferentemente da Herceptina e podem fmalmente apresen¬ 
tar grande utilidade (Barra lateral 15.4). 


15.20 A imuniza^ao passiva com anticorpos pode ser usada para 
tratar tumores de celulas B 

Uma forma um tanto diferente de imunizagao passiva antitumoral foi inspirada nas observa- 
goes de que muitas celulas de linfoma originadas de celulas B expressam em sua superficie 
altos mVeis de anticorpos especi'ficos, desenvolvidos pelas celulas B antecessoras, por meio do 
rearranjo e da mutagao de genes imunoglobulina (Figura 15.93A). Ja que esses tumores re- 
presentam clones pre-crescimento, todas as celulas B formadoras do tumor vao expressar 
moleculas de anticorpo identicas. Enquanto a maioria das seqtiencias pepti'dicas desses anti¬ 
corpos de superficie se origina de regioes constantes das moleculas (e sao, portanto, compar- 
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Como indicado na Figura 15.38, o Erbitux funciona de uma forma 
bastante diferente da Herceptina, ja que parece inibir a ativa 9 ao de re- 
ceptores por bloquear a intera^ao do ligante, incluindo a intera^ao de 
EGF, TGF-a, anfirregulina e outros ligantes do receptor EGF-R. Um 
terceiro anticorpo, chamado de pertuzumab (Omntarg), age sobre 
HER2 bloqueando sua capacidade de formar heterodi'meros com ou¬ 
tros membros da famflia EGF-R. 

Esses varios anticorpos anti-receptor sao mais especlficos do que 
drogas de baixo peso molecular em abolir a sinaliza^ao, de forma que 


nao parecem afetar diretamente receptores tirosina cinase (RTKs) nao- 
relacionados. Entretanto, eles podem nao ser capazes de alcan^ar o in- 
terstlcio dos tumores de forma tao efetiva quanto os antagonistas RTK 
de baixo peso molecular (a ser discutido no Capi'tulo 16). Ainda mais 
importante, varios tumores humanos expressam versoes truncadas do 
EGF-R que nao apresentam o ectodommio e sao ativados constitutiva- 
mente (de forma independente do ligante); essas protemas perderam os 
determinantes antigenicos que sao reconhecidos pelos anticorpos mono- 
clonais anti-receptor e, assim, contornam a inibi^ao por esses anticorpos. 
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tilhadas com outros anticorpos da mesma classe), as seqiiencias de aminoacidos dos domi- 
nios de combina 9 ao com o andgeno representam andgenos linicos e exclusivos, os quais sao 
chamados de idiotipos. 

Assim, anticorpos antiidiotipos sao produzidos para o reconhecimento especiTico de mo- 
leculas de anticorpo expressas na superflcie de um clone de celulas B malignas. Isso levou 
a criapao de moleculas de anticorpo antiidiotipo com a fmalidade de tratar tumores de 
celulas B. Em um caso especlfico, um anticorpo monoclonal antiidiotipo de camundon- 
go foi desenvolvido contra uma molecula de anticorpo expressa na superflcie das celulas 
de linfoma de um paciente. Um pequeno numero de injepoes do anticorpo monoclonal 
resultou em uma fase bastante longa de remissao nesse paciente, que ja havia desenvolvi¬ 
do um quadro bastante avanpado da doenpa e que tinha uma expectativa de vida bastan¬ 
te curta. A estrategia de usar anticorpos antiidiotipos contra varios tumores envolvendo 
celulas da linhagem B resultou em muitas respostas em cerca de 50 pacientes que foram 
tratados. 
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Figura 15.39 Terapia antiidiotipo de 
linfomas de celulas B (A) Linfomas de 
celulas B derivam de celulas B que 
desenvolveram a capacidade de produzir 
moleculas de anticorpo com sitios de 
ligagao ao antigeno altamente especificos, 
nas suas regioes variaveis (vermelho). (A 
molecula imunoglobulina de superficie 
celular que essas celulas expressam e da 
classe IgM e e expressa, nesse estaglo de 
desenvolvimento, como uma molecula de 
superficie celular transmembranica, sendo 
configurada mals como urn receptor de 
fator de crescimento.) As sequencias de 
amlnoacldos no dominio de comblnagao ao 
antigeno do receptor constltuem um 
idiotipo, que pode ser considerado um 
antigeno, uma vez que os anticorpos 
monoclonals antiidiotipo podem ser 
produzidos, podendo reconhecer 
especificamente celulas B que expressam 
um idiotipo IgM particular sobre sua 
superficie. (B) Anticorpos monoclonais 
antiidiotipo (MoAbs) foram produzidos 
contra uma serie de linfomas. Aqui, o 
linfoma de um paciente (painel a esquerda) 
e mostrado estando fortemente 
imunomarcado pelo MoAb produzido 
contra o idiotipo de suas celulas tumorais. 
(Uma ilha de celulas T no meio das celulas 
do linfoma em um linfonodo nao esta 
corada.) For outro lado, os MoAbs 
produzidos contra os idiotipos de 10 outros 
linfomas nao marcaram o linfoma desse 
paciente, um exempio dos quais e 
mostrado aqui (painel a direita). (B, extraida 
de K. Thielemans, D.G. Maloney, T. Meeker 
et al., J. Immunol., 133:495-501, 1984.) 



Essa estrategia terapeutica pareceu bastante interessante devido a sua seletividade, ja que anticor¬ 
pos antiidiotipo reconhecem apenas as celulas tumorais do paciente, enquanto nao sao capazes de 
reconhecer as moleculas de anticorpo expressas por todos os outros clones de celulas B do sistema 
imune do paciente. Assim, cada celula tumoral do paciente apresenta um linico idiotipo, isso 
porque (1) todas as cdulas tumorais B sao originadas de uma unica celula B normal; (2) essa celula 
B normal existe entre milhoes de clones de celulas B distintos em um sistema imune normal, cada 
um expressando seu proprio anticorpo exclusivo; e (3) o progenitor normal do clone de cdulas 
tumorais e selecionado a partir de varias classes de celulas B normals por meio de um processo 
essencialmente randomico. Isso significa que um anticorpo monoclonal antiidiotipo precisa ser 
desenvolvido de forma especi'fica para cada paciente portador de um cancer de cdulas B (Figura 
15.39B). Esses fatores ajudam a explicar por que, fmalmente, essa estrategia nao foi economica- 
mente viavel, uma vez que um grande custo esta associado a produgao de anticorpos contra o 
tumor de cada paciente em particular. 


Uma estrategia terapeutica alternativa foi entao adotada: foi desenvolvido um anticorpo 
monoclonal que se liga ao CD20, um antigeno bastante expresso na superficie celular. O 
CD20 e expresso em varios estagios da diferenciagao de celulas B e em tumores derivados 
dessas celulas (Figura 15.40). O anticorpo monoclonal chamado de Rituxan ou rituximab foi 
humanizado a fim de reduzir as posslveis reagoes imunologicas dos pacientes injetados com 
moleculas de Rituxan. Demonstrou-se que o Rituxan pode ser litil para o tratamento de 
muitos linfomas nao-Hodgkin (NHLs), entre outros, os quais constituem a 5- e a 6- causa 
mais freqiiente de morte associada a cancer em homens e mulheres americanos, respectiva- 
mente. (Mais de 90% dos NHLs de celulas B expressam o antigeno CD20.) 


O tratamento de pacientes com doses semanais de Rituxan tern sido efetivo no tratamento de 
cerca de metade dos pacientes com linfoma nao-Hodgkin folicular reincidente (i. e., tumores 
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que cresceram novamente depois de tratamentos que apresentaram sucesso inicialmente) ou 
cases refratarios desses tumores (i. e., tumores que se tornaram nao-responsivos a outros 
tipos de regimes de tratamento). De forma interessante, as populagoes de linfocitos B nor¬ 
mals desses pacientes tratados com o MoAb tambem foram eliminadas e so retornaram 6 a 9 
meses depois. De qualquer maneira, essa perda da fungao das celulas B normals e a imunos- 
supressao associada, em conjunto com outras conseqiiencias transitorias do tratamento com 
rituximab, representam efeitos colaterais menores e aceitaveis. 

Em 2003, o Rituxan foi usado no tratamento de mais de meio milhao de pessoas no mundo 
acometidas por tumores malignos de celulas B. Em muitos casos, tern sido extremamente litil 
como um adjuvante para o tratamento ja dispom'vel. Por exemplo, a adigao de Rituxan ao 
tratamento quimioterapico padrao do linfoma grande difuso da celula B (DLBCL) — um 
protocolo empregando um coquetel de quatro drogas denominado CHOP — resultou em um 
decrescimo de 41 % no risco de progressao e mortalidade da doenga. Uma modificagao simi¬ 
lar do protocolo CHOP para o tratamento de linfoma folicular produziu uma redugao de 
66% nas falhas de tratamento. 

Enquanto o tratamento com esse anticorpo monoclonal foi eficaz em estabilizar a doenga e, 
assim, prolongar a sobrevida, ele nao e curativo, e virtualmente todos os pacientes apresen- 
tam recidivas dentro de varies anos. Os tumores reincidentes de alguns pacientes respondem 
a um segundo ciclo de tratamento com Rituxan, enquanto outros podem desenvolver resis- 
tencia. Ate agora os mecanismos precisos dessa resistencia ainda nao sao bem-compreendi- 
dos; dentre os mecanismos propostos, estao alteragoes da expressao CD20, resistencia eleva- 
da a apoptose, perda da atividade do complemento e perda das celulas imunes capazes de 
medlar a citotoxicidade. Provocativamente, a bagagem genetica dos pacientes sob tratamento 
tern uma forte influencia sobre o sucesso do tratamento com Rituxan (Barra lateral 15.5). 


Figura 15.40 Rituxan e o tratamento de 
tumores de celulas B A aplicabilidade do 
anticorpo monoclonal Rituxan/rituximab se 
origina, em parte, do fato de que o 
antigeno CD20 que ele reconhece e 
expresso como uma protelna 
transmembranica da superficie celular por 
celulas B em varies estagios de 
diferenciagao, comegando com celulas B 
em estagio de maturagao e continuando 
pela formagao de celulas B plasmocitoides, 
os precursores imediatos dos plamocitos 
secretores de anticorpos. As barras verdes 
indicam os estagios de diferenciagao que 
expressam os antigenos indicados. Por 
exemplo, o CD20 e expresso por celulas B 
em estagio de maturagao e por todos os 
tipos celulares subsequentes, incluindo as 
celulas B plasmocitoides. Como indicado 
aqui, uma variedade de tumores da 
linhagem de celulas B, incluindo o linfoma 
de Burkitt, o linfoma folicular (FL), o linfoma 
de celulas B grandes difusas (DLBCL), a 
leucemia de celulas cabeludas (HCL) e a 
macroglobulinemia de Waldenstrom (WM), 
os quais fenocopiam as caracterlsticas de 
celulas B em varies estagios discretos de 
diferenciagao tambem expressam esse 
antigeno, fazendo do Rituxan um agente 
altamente util para tratar essas diversas 
leucemias. Significativamente, a maioria 
dos mielomas multiplos (MMs) nao mais 
expressam o antigeno CD20, porque eles 
mimetizam o padrao de expressao genica 
de plasmocitos altamente diferenciados, o 
que explica por que o Rituxan nao e efetivo 
no tratamento desses tumores. 0 fato de 
que outros tipos de antigeno de superficie 
celular (p. ex., CD19) tern uma expressao 
igualmente ampla, senao maior, sugere que 
os anticorpos contra esses outros 
antigenos podem, um dia, ser 
terapeuticamente uteis. (Cortesia de R. 
Levy.) 


Rituxan e Herceptina - ambos usados na clmica — representam a vanguarda de um grupo muito 
maior de anticorpos terapeuticos que se encontra em varies estagios de pesquisa e desenvolvimen- 
to (veja, por exemplo, a Figura 15.38). Em geral, quando a Herceptina ou o Rituxan sao utilizados 
isoladamente, ha sucesso no aumento da expectativa de vida dos pacientes em varios meses, algu- 
mas vezes em muitos anos. Esse fato, associado ao rapido acumulo de evidencias cllnicas, torna 
claro que terapias com anticorpos monoclonais como esses sao mais efetivas quando usadas em 
conjunto com outras terapias anticancer, com as quais eles podem agir sinergisticamente, induzin- 
do remissoes duraveis e, possivelmente, no ftituro, curas. 

A pesquisa de anticorpos monoclonais tambem tomou outra diregao: muitos experimentos 
exploraram a possibilidade de aumentar os efeitos citotoxicos dessas moleculas de anticorpo. 
Ate agora, foi discutido o fato de que uma molecula de anticorpo pode se ligar a superficie de 
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Barra lateral 15-5 Fatores geneticos e nao-geneticos sao fortes deter- 
minantes da efetividade do tratamento com Rituxan Como discutido 
anteriormente, a morte de cdulas-alvo tumorais mediada pela citotoxi- 
cidade celular dependente de anticorpos (ADCC) esta relacionada a 
capacidade de celulas citotoxicas, como as celulas matadoras naturals, 
de usar seus receptores Fey para se ligar a celulas tumorais cujas 
superficies tenham sido marcadas com moleculas de imunoglobulina y 
(anticorpo IgG) (veja as Figuras 15.3 e 15.6). Um importance receptor 
Fey de celulas matadoras naturals humanas, chamado de FcyRIlla, e 
encontrado em duas formas variantes polimorficas, as quais possuem 
uma valina (V) ou uma fenilalanina (F) na posi^ao 158. A variante V 
do FCyllla apresenta uma afinidade significativamente maior para a 
liga^ao de moleculas IgG humanas do que a variante F, e, certamente, 
celulas citotoxicas que possuem a variante V do FCyllla sao mais efeti- 
vas na ADCC do que aquelas que apresentam a variante F. 

As respostas ch'nicas de um paciente ao tratamento com Rituxan 
sao dramaticamente afetadas pelo tipo de receptor Fey expresso por 
suas celulas matadoras naturals. Assim, pacientes com linfoma de 
celulas B que eram homozigotos para o alelo V (genotipo W) e foram 


tratados com rituximab, apresentaram um tempo medio de progressao 
(tempo entre o tratamento inicial e a recorrencia da doen^a) de 534 
dias, enquanto aqueles que eram homozigotos para o alelo F (genotipo 
VF ou FF) tiveram um tempo de progressao de 170 dias. Variantes 
polimorficas de um segundo receptor Fey, chamado de FcyRIIa, tarn- 
hem tern um forte efeito na resposta terapeutica. Assim, alem das in- 
fluencias do fenotipo das celulas tumorais, os resultados da imunotera- 
pia tambem sao marcadamente afetados pela constitui^ao genetica dos 
pacientes sob tratamento, nesse caso, de um gene que determina a es- 
trutura de um receptor Fc. 

Ademais, outros fatores predizem se ou como os pacientes vao res¬ 
ponder a terapia com Rituxan. Por exemplo, quando os m'veis sericos 
de Rituxan sao medidos em pacientes sob tratamento, aqueles que man- 
tem altos niveis por pen'odos mais prolongados sao mais propensos a 
mostrarem uma resposta clmica favoravel (Figura 15.41). Isso destaca 
uma limita^ao dos tratamentos baseados em anticorpos monoclonais e 
uma questao nao-solucionada no desenvolvimento de imunoterapeuti- 
cos: ainda nao se compreendem os mecanismos biologicos que deter- 
minam o tempo de dura^ao dos anticorpos monoclonais na circula^ao. 
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Figura 15.41 Determinantes de suoesso do tratamento com Rituxan 
(A) 0 perfil temporal da persistencia de um agente terapeutico na 
circulagao - sua farmacocinetica (PK) - frequentemente determina 
seus efeitos terapeuticos. Como mostrado aqui, o Rituxan foi injetado 
em um grupo de pacientes com leucemia e linfoma em intervalos 
regulares em um perfodo de quatro semanas, e os niveis sericos de 
Rituxan foram acompanhados durante esse tempo e pelos proximos 
tres meses. A PK do Rituxan foi marcadamente diferente entre 
aqueles que mostraram ou nao respostas clinicas Claras a esse 
anticorpo monoclonal. Esse comportamento sugere que algum tipo 
de “deposito de antigenos” ocorre em certos pacientes que 
absorvem o Rituxan disponivel, acelerando assim seu 
desaparecimento da circulagao e comprometendo sua efetividade 


terapeutica. (B) Um outro parametro importante que governa o 
sucesso da terapia com Rituxan parece ser representado pelos niveis 
de CD20 que sao expressos pelos varios tipos de tumores (veja a 
Figura 15.40). Os niveis de expressao de superficie celular de CD20 
foram medidos em um conjunto de amostras de leucemia recem- 
isoladas (leucemias linfocitica cronica e pro-linfocitica, ambas da 
linhagem de celulas B). Como mostrado aqui, a suscetibilidade 
desses varios tumores a lise na presenga de Rituxan mais 
complemento varia dramaticamente, dependendo do numero de 
moleculas CD20 que sao expresses por celula de cada uma das 
amostras de tumor. (A, extraida de N.L. Bernstein, A.J. Grillo-Lopez, 
C.A. White, et al., Ann. Oncol. 9:995-1001, 1998; B, extraida de J. 
Golay, M. Lazzari, V. Facchinetti et al.. Blood 98:3383-3389, 2001.) 


uma celula tumoral e produzir a morte celular por meio de efeitos do sistema complemento 
ou de celulas citotoxicas que apresentem receptores Fc. Uma alternativa interessante seria 
ligar as moleculas de anticorpo a agentes toxicos, criando assim imunotoxinas que sao guia- 
das como “bombas inteligentes” ao tumor, onde sao apresentadas altas concentragoes de 
toxina as celulas-alvo. Por exemplo, moleculas de anticorpo podem ser ligadas in vitro a 
substancias biologicas altamente toxicas, como a cadeia A da ricina ou uma toxina produzida 
pela bacteria Pseudomonas, sendo utilizadas para conduzir essas toxinas ate o tumor. 
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Uma segunda abordagem utiliza moleculas radioativas que sao ligadas a anticorpos antes da 
aplicagao em pacientes com cancer. A estrategia, nesse caso, e que a radioatividade mate as 
celulas tumorais adjacentes. Uma variagao envolve a conjugagao de quimioterapicos alta- 
mente potentes, como a adriamicina, as moleculas de anticorpo. 

Em uma terceira estrategia, enzimas especlficas sao ligadas a moleculas de anticorpo; essas 
enzimas sao capazes de converter pro-drogas nao-toxicas em drogas ativamente toxicas. Uma 
vez que o anticorpo e a enzima de ativagao se encontram concentrados na massa tumoral, a 
pro-droga pode ser injetada no paciente, tornando-se ativada pelas enzimas nas proximida- 
des do tumor. A vantagem dessa estrategia esta baseada no fato de que a enzima pode gerar 
centenas, possivelmente milhares, de moleculas de drogas toxicas perto das celulas-alvo, am- 
plificando assim os efeitos toxicos de uma simples molecula de anticorpo monoclonal. Essas 
varias aplicagoes de moleculas de anticorpos monoclonais como vetores para tumores sao a 
base de pesquisas intensas e de desenvolvimento. 


15.21 A imuniza^ao passiva pode ser obtida pela transferencia de 
imunocitos de um individuo para outro 


Uma forma um tanto diferente de imunizagao passiva envolve o transplante de medula ossea 
(BMT). O racional desse tratamento esta baseado na descoberta de que o sistema imune de 
camundongos ou de humanos pode ser neutralizado (eliminado) por meio de tratamentos 
com drogas ou irradiagao X. A medula transplantada, por conter celulas-tronco hematopoi- 
eticas (HSCs), pode repovoar a medula ossea do receptor e regenerar todas as linhagens 
celulares necessarias para a hematopoiese normal e a fun^ao imune. 

No caso de muitos tumores hematopoieticos, notavelmente linfomas e leucemias, a inten^ao 
do transplante de medula seria de livrar o organismo das celulas-tronco neoplasicas presences 
em todo o corpo, de forma especial na propria medula. De acordo com essa linha de pensa- 
mento, esse transplante de medula (BMT) poderia prevenir a auto-regeneragao do tumor, 
uma vez que as celulas-tronco seriam eliminadas da medula do paciente. 

Quando essa estrategia de BMT foi empregada pela primeira vez, acreditava-se que o 
melhor doador seria aquele cujo complexo de histocompatibilidade de antfgenos fosse o 
mais proximo possivel ao do receptor. Isso permitiria um repovoamento mais efetivo da 
medula ossea e minimizaria o provavel ataque sobre os tecidos do receptor por celulas 
imunes proveniences do transplante. Entretanto, com o passar do tempo, se tornou claro 
que um ni'vel mmimo de histoincompatibilidade entre o doador e o receptor seria de fato 
desejavel. 

Como ja visto, a maior parte do efeito terapeutico dos transplantes de medula ossea para o 
tratamento de neoplasias hematopoieticas e originado das respostas do transplante versus o 
tumor (GvT), nas quais os imunocitos do doador identificam e atacam as celulas tumorais 
residuais - aquelas que sobreviveram a radiagao ou a quimioterapia utilizadas para destruir a 
medula ossea do paciente. Esse ataque e presumivelmente provocado por causa da expressao 
de antfgenos pelas celulas tumorais do paciente que nao sao familiares as celulas imunes do 
transplante. No momento, essa resposta GvT e o linico mecanismo verdadeiramente efetivo 
para obter pen'odos de cura duraveis para a leucemia mieloide cronica (CML). (Por razoes 
que ainda nao estao esclarecidas, a reagao GvT em geral nao e acompanhada de uma reagao 
transplante versus hospedeiro de severidade comparavel, a qual poderia, caso ocorresse, levar 
a uma reagao inflamatoria abrangente e a destruigao de varios tecidos normais do receptor 
por celulas do sistema imune do doador.) 

Aqui, mais uma vez, pode-se observar um exemplo em que a incapacidade do proprio sistema 
imune do paciente em montar uma resposta antitumoral efetiva pode ser contornada pela 
introdugao de produtos de um sistema imune estranho — nesse caso, imunocitos, que sao 
freqiientemente capazes de fazer um ataque massivo das celulas tumorais do hospedeiro. 
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Infelizmente, por varias razoes, o transplante de medula ossea nao tern se mostrado como 
uma abordagem efetiva para o tratamento de pacientes com tumores solidos (alem dos hema- 
topoieticos). 


15.22 Os sistemas imunes dos pacientes podem set mobilizados 
para atacarem sens tumores 

Outra grande classe de imunoterapias para o cancer depende da mobiliza^ao e da potenciali- 
za^ao das defesas imunes endogenas dos pacientes. Deve estar implfcito que os seus sistemas 
imunes sao intrinsecamente capazes de atacar e eliminar os tumores e que as respostas imunes 
antitumorais agressivas podem ser ativadas pelo aumento do numero e da atividade de varias 
celulas imunes citotoxicas. 

(Essas estrategias sao comumente consideradas como novos tipos de “vacinas” anticancer. O 
termo e imprecise, uma vez que vacinas sao consideradas como substancias para a prevengdo, 
muito mais do que para o tratamento de uma doen^a ja existente. Isso explica o porque da 
cren^a de que esse tipo de imunoterapia em desenvolvimento traria a promessa de efeitos 
preventives - um objetivo que esta longe daquele almejado por aqueles que estao envolvidos 
no desenvolvimento de imunoterapias antitumorais.) 

Os esfor^os conti'nuos e intensivos no desenvolvimento de novos protocolos imunoterapeu- 
ticos dependem, em grande parte, dos avan^os no conhecimento da fun^ao imune ao m'vel 
celular e molecular. Muitos desses projetos visam o conhecimento de moleculas sinalizadoras 
que sao utilizadas naturalmente pelo sistema imune para regular os seus proprios efeitos. 
Curiosamente, uma forma altamente efetiva de mobiliza^ao do sistema imune tern sido usa- 
da por muitos anos para tratar com sucesso os estagios iniciais de cancer de bexiga, sem que 
haja o completo entendimento do seu funcionamento (Barra lateral 15.6). 

Uma estrategia importante para mobilizar a resposta antitumoral depende da ativa^ao de 
celulas dendn'ticas (Se^ao 15.2). Essas celulas apresentadoras de anti'geno (APCs) sao nor- 
malmente encarregadas de ingerir agentes infecciosos e outras particulas antigenicas (incluin- 
do celulas tumorais) pelos tecidos do corpo, retornando posteriormente aos linfonodos de 
drenagem adjacentes, nos quais utilizam suas moleculas MHC de classe II para apresentar 
fragmentos oligopepti'dicos do material fagocitado a celulas T auxiliares (veja a Figura 15.8). 
Celulas dendn'ticas sao funcionalmente ativadas pela exposi^ao ao fator de crescimento cha- 
mado GM-CSF (fator estimulador de colonia de granulocitos e macrofagos). 

Com essas intera^oes em mente, alguns pesquisadores cultivaram celulas tumorais obtidas de 
pacientes ex vivo (i. e., fora do organismo) e for 9 aram essas celulas a expressarem GM-CSF, 
por meio da introdu^ao de um vetor de expressao. As celulas resultantes modificadas foram 
entao reintroduzidas no paciente, com o intuito de fazer com que elas atrafssem e ativassem 
celulas dendn'ticas da proximidade. Idealmente, as celulas dendn'ticas ativadas poderiam en¬ 
tao voltar aos linfonodos regionais, estimulando as celulas T auxiliares que poderiam entao 
iniciar uma resposta antitumoral intensa. 

Como uma manipula^ao alternativa, os precursores das celulas dendrlticas poderiam ser ob- 
tidos do sangue e induzidos a se diferenciarem em celulas funcionais por meio da incuba^ao 
de um coquetel de fatores de crescimento, especificamente, GM-CSF, TNF (fator de necrose 
tumoral) e IL-4 (interleucina-4). O objetivo seria incubar as popula^oes resultantes de celu¬ 
las dendn'ticas na circula^ao de pacientes com cancer, esperando que elas atingissem os linfo¬ 
nodos e apresentassem os anti'genos tumorais adquiridos para as celulas T auxiliares, mobili- 
zando, assim, uma resposta imune antitumoral efetiva. 

Uma estrategia ainda mais direta seria for^ar as celulas dendn'ticas de um paciente a expressa¬ 
rem ou processarem protei'nas antigenicas associadas a tumores. A expectativa, nesse caso, e 
de que as celulas dendn'ticas, apos a reintrodu^ao no organismo de um paciente com cancer. 
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Barra lateral 15-6 Bacterias podem ser usadas para tratar cancer de 
bexiga O uso de bacterias para tratar tumores remonta ao final do secu- 
lo XIX, quando William Colley, um cirurgiao de Nova lorque, obser- 
vou que os tumores freqiientemente regrediam em pacientes que ti- 
nham (e se recuperavam de) infec^oes bacterianas de pele. Isso levou a 
muitas decadas de pesquisa intensa com base no uso de bacterias vivas 
ou mortas como agentes indutores de uma resposta imune contra eles 
proprios e quaisquer celulas tumorais que estivessem presentes no orga- 



tempo (meses) 


nismo. Essas tentativas ficaram de lado, com uma exce^ao, envolvendo 
o bacilo Calmette-Guerin (BCG), uma cepa atenuada (enfraquecida) 
de micobacteria que foi originalmente desenvolvida como uma vacina 
contra tuberculose. 

A BCG e freqiientemente injetada em pacientes sofrendo de car¬ 
cinomas de bexiga em estagio inicial. E comumente efetiva em pa- 
rar ou retardar a progressao desses tumores, constituindo um trata- 
mento que e bem menos traumatico do que a cirurgia ou a radia^ao 
(Figura 15.42). O tratamento com BCG claramente funciona por 
sua capacidade de atrair imunocitos - incluindo linfocitos CD4+ 
e T(, CD8^, bem como macrofagos e celulas matadoras naturals - 
para a bexiga, na qual essas celulas iniciam respostas inflamatorias 
localizadas. Entretanto, os mecanismos precisos da a^ao antitumo- 
ral da BCG permanecem obscuros. 


Figura 15.42 Aumento da resposta imune por BCG 0 uso do bacilo 
Calmette-Guerin (BCG), uma micobacteria atenuada, como um 
imunoestimulante, tern efeitos ciaros na prevengao da progressao de 
carcinomas de bexiga humanos. Centre os pacientes que foram 
tratados apenas cirurgicamente {linha vermelha) por meio do 
procedimento conhecido como ressecgao transuretral, a proporgao 
de pacientes livres de recidivas (ordenada) declinou de maneira 
marcada durante os meses apos o tratamento {abscissa), como 
indicado pela curva de Kapian-Meier. Por outro lado, dentre aqueles 
pacientes que foram tratados cirurgicamente e foram adicionalmente 
expostos a BCG, que foi injetada em suas bexigas {linha azul), a 
frequencia de recidivas foi muito menor, e alguns pacientes 
permaneceram livres de recidivas por mais de cinco anos. (Extraida 
de J. Patard, S. Moudouni, F. Saint et al., Uroi. 58:551-556, 2001.) 


passassem a estimular os linfocitos e ativando assim as respostas imunologicas antitu- 
morais. Uma diversa gama de protocolos experimentais tern sido utilizada para testar essa 
abordagem. Dentre esses protocolos, destaca-se a tranfecgao de mRNA de celulas tumorais 
para celulas dendn'ticas, bem como a exposigao de celulas dendn'ticas a certas protei'nas tu¬ 
morais ou pepti'deos antigenicos, a corpus apoptoticos derivados de celulas tumorais, a lisa- 
dos de celulas tumorais ou, ainda, a populagoes de celulas tumorais irradiadas. Em alguns 
casos, o uso de uma ou mais dessas estrategias resultou em um aumento significativo do 
tempo de vida de pacientes com cancer em estagio avangado, notavelmente de melanomas 
(estagio IV). E possiVel que essas taxas de sucesso nos protocolos de imunoterapia futures 
para o cancer sejam bastante aumentadas pelo uso de celulas dendrlticas maduras, em vez de 
DCs imaturas, que tern sido utilizadas na maior parte dos ensaios clmicos ate agora. 

As respostas de linfocitos T, especificamente de celulas e T(-, a antfgenos oligopeptldicos 
que sao expresses por celulas dendn'ticas apresentadoras de antfgenos (APCs) podem tam- 
bem ser aumentadas de varias formas. Em detalhes, as respostas desses linfocitos T a apresen- 
tagao antigenica por celulas dendrlticas acontece, em geral, por meio de duas fases. 

Durante a primeira fase (Figura 15.43A), o encontro inicial de linfocitos T com APCs induz 
varies tipos de respostas por parte dos linfocitos, que sao mediadas pelos receptores de super- 
ffeie CD28 de linfocitos T; os receptores CD28 participam do processo de apresentagao de 
antfgenos, em conjunto com os receptores de celulas T (TCR), sendo que estes liltimos sao 
responsaveis pelo reconhecimento antigenico. Subseqiientemente, durante a segunda fase 
(Figura 15.43B), uma outra classe de receptores de linfocitos T, denominados CTLA-4 (an- 
tfgeno 4 de linfocitos T citotoxicos), sao produzidos pelas celulas T, os quais tambem se 
movem em diregao aos receptores de celulas T (Figura 15.43C), reduzindo de forma marcan- 
te a estimulagao de linfocitos T pelas celulas dendrlticas apresentadoras de antfgeno. Assim, 
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o receptor CTLA-4 e responsavel por uma al^a de retroalimentagao negativa, a fim de assegu- 
rar que a ativa^ao das celulas T seja apenas transitoria e que as respostas imunes resultantes 
sejam limitadas. 

Anticorpos monoclonais que ligam e neutralizam os receptores CTLA-4 inibitorios parecem 
potencializar de forma marcante as respostas imunes mediadas por linfocitos T, principal- 
mente porque esses anticorpos prolongam e intensificam a ativa^ao de linfocitos induzida 
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Figura 15.43 Modulagao CTL-4 da resposta imune oelular A interagao de urn linfocito {acima) 
com uma celula apresentadora de antigenos (ARC, abaixo), como a celula dendntica, acontece em 
duas fases. (A) Inicialmente, a proteina de superficie CD28 {verde-claro) expressa pelo linfocito T|_| 
anexa proteinas B7 complementares [verde-escuro) sobre a superficie da ARC. isso faz com que as 
moiecuias CD28 liberem sinais co-estimulatorios {setas vermelhas) que agem em conjunto com os 
sinais {setas azuis) liberados peio receptor de ceiuias T de ligagao ao antigeno (azul) para induzir a 
ativagao das ceiuias T|_|. Na segunda fase, a celula T, como parte do seu programa de ativagao, 
comega a sintetizar moiecuias CTLA,-4 {cor-de-rosa). Essas moiecuias CTLA,-4 ligam as moiecuias 
B7 da ARC com maior afinidade do que as moiecuias CD28, deslocando assim o CD28 de sua 
associagao e abolindo a ativagao adicional de ceiuias T. (0 termo “B7” engloba duas moiecuias 
que agem similarmente, chamadas B7-1 e B7-2.) (C) Como visto aqui, quando uma ARC e urn 
linfocito T interagem, as moiecuias CTl_A-4 {laranja-avermelhado) se tornam concentradas na 
sinapse (interface) entre elas. (D) A modulagao da atividade CTLAi-4 pode ter efeitos substanciais 
na resposta imune contra urn tumor implantado. Na ausencia de qualquer intervengao, ceiuias de 
carcinoma singenicas crescem vigorosamente, comegando nove dias ap6s a implantagao de 
ceiuias tumorais em urn camundongo hospedeiro {linha vermelha). 0 soro anti-CD28, que deveria 
interferir na ativagao de linfocitos T por ARCs (veja o painel A), tern, no m^imo, urn pequeno efeito 
em potencializar o crescimento desses tumores {linha azul vs. linha vermelha). Entretanto, quando 
camundongos com tumores sao expostos ao anticorpo CTL-A4 nos tempos indicados (setas), a 
inativagao da fungao dos linfocitos T que ocorre normalmente e aparentemente prevenida, e os 
linfocitos T hiperativados resultantes iniciam a eliminagao das ceiuias tumorais {linha verde). Isso 
sugere uma estrategia para a imunoterapia do cancer, na qual a fungao CTLA-4 e suprimida por 
meio do uso de urn anticorpo anti-CTLA-4. (E) Ocasionalmente, o uso cllnico de urn anticorpo 
monoclonal anti-CTLA-4, chamado MDX-010, produz respostas dramaticas, como esta observada 
em urn paciente com melanoma metastatico, cuja massa pulmonar principal e a efusao pleural 
{painel a esquerda) desapareceram de forma acentuada cinco meses depois do inicio da 
imunoterapia (painel a direita), como revelado por esta tomografia computadorizada (CT) de raios 
X. Este paciente foi primeiramente exposto a injegoes repetidas de ceiuias dendriticas, cujos 
receptores MHC de classe 11 foram ligados ex vivo com urn oligopeptideo antigenico derivado do 
antigeno de melanomas MART-I (veja a Eigura 15.26); esse tratamento foi seguido, posteriormente, 
por uma injegao de anticorpo anti-CTLAi-4. Respostas dram&icas como essa indicam o potencial 
desse tipo de imunoterapia, o qual ainda nao foi percebido porque apresenta sucesso, nesse nivel, 
em apenas uma pequena proporgao de pacientes tratados. (A e B, extraidas de C.A. Janeway Jr. et 
al., Immunobioloy, 6th Ed., New York: Garland Science, 2005; C, cortesia de J.R Alison; D, extraida 
de D.R. Leach, M.F. Krumel e J.R Alison, Science 271:1734-1736, 1996; E, cortesia de A. Ribas, J.A. 
Glaspy, Y Lee et al., J. Imunother. 27:354-367, 2004.) 


por cdulas apresentadoras de antigeno. No contexto do cancer, o tratamento de camundon¬ 
gos implantados com tumores com um anticorpo monoclonal anti-CTLA-4 resultou em 
uma forte estimulagao da resposta imune contra tumores, levando, em alguns casos, a re- 
gressao de tumores, sob circunstancias nas quais eles continuariam a progredir (Figura 15.43D). 
Como efeito colateral, os anticorpos anti-CTLA-4 induzem ou exacerbam reagoes auto-imu- 
nes tanto em camundongos quanto em humanos, um forte indicativo de que esse sistema de 
sinalizagao em particular e um dos mecanismos primarios usados pelo sistema imune para 
prevenir a destruigao inadvertida de tecidos normais. 

Os ensaios cb'nicos iniciais em humanos portadores de melanomas ou cancer de ovario em 
estagio avangado indicam que a eficacia de varios tipos de imunoterapias antitumorais pode 
ser marcadamente aumentada pela injegao de um anticorpo monoclonal anti-CTLA-4 deno- 
minado MDX-10, sem que ocorram reagoes auto-imunes serias (Figura 15.43E). Em algu- 
mas ocasioes, esse anticorpo anti-CTLA-4 foi administrado a pacientes que ainda nao ha- 
viam sido submetidos a imunoterapia. Em outros casos, a resposta imune antitumoral dos 
pacientes foi estimulada por meio de (1) vacinagao com antigenos associados a melanoma 
purificados, como aqueles mencionados anteriormente, ou, (2) pela injegao com ceiuias tu¬ 
morais autologas (i. e., suas proprias ceiuias) que tenham sido induzidas ex vivo a expressa- 
rem GM-CSF e que foram posteriormente irradiadas (para prevenir a proliferagao dessas 
ceiuias depois que elas fossem injetadas de volta nos pacientes). Como mencionado antes, 
essa expressao de GM-CSF serve para atrair ceiuias dendriticas. Esses pacientes foram entao 
tratados com anticorpos anti-CTLA-4. 

A segunda estrategia funcionou melhor: a imunizagao com ceiuias tumorais autologas ex- 
pressando GM-CSF seguida, algumas vezes, meses depois, pela injegao de anticorpo anti- 
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CTLA-4. Em um ensaio inicial, cinco entre cinco pacientes tiveram respostas claras a esse 
protocolo de tratamento em particular, com seus tumores apresentando areas de necrose e de 
destrui^ao intensa da vasculatura associada ao tumor. 

Alguns pacientes com cancer foram tratados com interferons. Os tres interferons (IFNs) - 
IFN-a, P e y - podem induzir a expressao de moleculas MHC de classe I sobre as superficies 
de muitos tipos celulares, incluindo celulas tumorais. Alem disso, como descrito anteriormente, 
o IFN-y pode tambem induzir a expressao de moleculas MHC de classe II por celulas apre- 
sentadoras de antigeno profissionais, podendo mobilizar varies tipos de celulas imunes, no- 
tavelmente macrofagos, celulas T citotoxicas e celulas matadoras naturals. Assim, os interfe¬ 
rons podem prevenir a tendencia das celulas tumorais de suprimir sua expressao de moleculas 
MHC de classe I, a fim de escapar da imunovigilancia. 

Na realidade, um numero de pacientes com neoplasias hematopoieticas, incluindo mielo- 
mas, linfomas e leucemias, tern apresentado uma regressao completa ou parcial de seus tumo¬ 
res em resposta a varios tratamentos com interferons. Similarmente, alguns melanomas, sar¬ 
comas de Kaposi e carcinomas renais e de mama tern mostrado esse tipo de resposta. 

A capacidade da interleucina-2 (IL-2) de ativar linfocitos tern sido explorada pela adi 9 ao 
dessa citocina (tambem chamada de linfocina) a misturas de celulas tumorais e linfoci¬ 
tos in vitro. Isso resulta na ativa^ao funcional de linfocitos e em um aumento da morte 
de celulas tumorais em camundongos portadores de tumor. Essas celulas matadoras ati- 
vadas por linfocinas (LAK) sao representadas quase que totalmente por celulas matadoras 
naturals, as quais, como ja descrito, sao especializadas em eliminar celulas-alvo que nao 
apresentam quantidades normals de moleculas MHC de classe I e que expressam certas 
protelnas associadas a transforma^ao ou ao estresse em sua superfi'eie (veja as Figuras 
15.29 e 15.30). Em alguns ensaios cllnicos, as celulas LAK resultantes foram injetadas 
em pacientes em conjunto com IL-2, e, em um ensaio clinico, 16 de 222 pacientes tive¬ 
ram uma regressao completa de seus tumores. Entretanto, os efeitos colaterais indeseja- 
veis da IL-2 impediram o desenvolvimento desse tratamento como uma estrategia que 
pudesse ser utilizada rotineiramente na cllnica oncologica. 

Uma estrategia semelhante envolve a prepara^ao de linfocitos que ja estiveram presentes 
no tumor do paciente, manipulando essas celulas ex vivo e reintroduzindo-as no paciente 
- o procedimento de transferencia adotiva de celulas (ACT). Novamente, as popula 96 es 
predominances de linfocitos infiltrantes de tumores (TILs; veja a Figura 15.21) que sao 
preparadas de amostras de tumores obtidas cirurgicamente sao representadas por celulas 
matadoras naturals. Entretanto, uma subpopula^ao funcionalmente cn'tica das celulas 
nessas prepara^oes TIL consiste em linfocitos T citotoxicos que adquiriram reatividade 
espedfica contra os anti'genos apresentados por tumores a partir dos quais eles foram 
isolados. De forma importance, quando esses linfocitos T citotoxicos “treinados” sao 
ativados funcionalmente ex vivo, adquirem apenas um centesimo da concentra^ao de IL- 
2 necessaria para ativar popula^oes maiores de celulas matadoras naturals. A inje 9 ao 
dessas CTLs infiltrantes de tumores em pacientes (depois do aumento do seu numero 
apos a propaga 9 ao estendida in vitro) causou a regressao parcial de tumores em cerca de 
um quarto dos pacientes com melanoma ou carcinoma renal que foram tratados. Ate o 
momento, tentativas de gerar TILs com atividade antitumoral citotoxica especffica con¬ 
tra outros tipos de tumor nao apresentaram sucesso. 

As respostas ao tratamento com TIL descritas anteriormente tern sido de curta dura^ao, o 
que pode ser explicado, em parte, pela incapacidade das popula^oes de TILs introduzidas de 
se estabelecerem no organismo dos pacientes de cancer sob tratamento. Essa observa^ao con- 
duziu a tentativas para estabilizar e expandir as populaqoes de linfocitos antitumorais in vivo, 
tratando os pacientes com melanoma com quimioterapia, antes da inje^ao de TILs expandi¬ 
dos ex vivo (Figura 15.44A). Nesse caso, a razao para o tratamento quimioterapico nao seria 
matar as celulas tumorais. Em vez disso, o tratamento e empregado a fim de reduzir as popu- 
lafoes de linfocitos e de precursores de linfocitos da medula ossea dos pacientes, preparando 
espa^o para os clones das TILs a serem introduzidos posteriormente. Essas celulas podem 
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entao se estabelecer na medula dos pacientes, persistindo e expandindo durante o curso da 
imunoterapia. Em alguns pacientes, as populagoes clonais de CTLs antitumorais injetadas 
formam a populagao predominante dentre todas as celulas T citotoxicas dos seus sistemas 
imunes. Essas celulas T citotoxicas, cujo crescimento in vivo foi sustentado pela administra- 
gao de interleucina-2 (IL-2) a esses pacientes, mostraram uma maior potencia na eliminagao 
de celulas de melanoma. Em varios desses pacientes, foram observadas regressoes dramaticas 
dos melanomas (Figura 15.44B). 

Tais respostas, apesar de convincentes, sao apenas iniciais, e nenhum desses protocolos de 
imunoterapia alcangou um estagio em que se observassem respostas terapeuticas com pro- 
porgoes substanciais. Torna-se evidente que esse e apenas o im'cio do conhecimento sobre 
como manipular o sistema imune de pacientes com cancer de forma a produzir a regressao 
tumoral. Isso explica por que os protocolos descritos aqui sao apenas passos incipientes e que, 
provavelmente, em breve, serao superados por estrategias mais efetivas de potencializagao das 
respostas imunes contra tumores. 


extragao parcial 
da medula 


Figura 15.44 Transferencia adotiva de 
celulas de linfocitos antitumorais (A) Uma 
versao da transferencia adotiva de celulas 
(ACT) envolve (1) preparagao e propagagao 
ex wVo de linfocitos infiltrantes de tumores 
(TILs) a partir de um melanoma excisado; 

(2) separagao dessas populagoes 
heterogeneas de TILs pela subclonagem 
em pogos de uma placa; (3) identificagao 
de populagoes subclonadas a fim de 
produzir interferon-y (IFN-y) em grande 
quantidade apos a exposigao as celulas do 
melanoma (pogos alaranjados) : (4) 
expansao substancial in vitro pela presenga 
de fatores de crescimento apropriados, 
linfocinas e celulas nutrientes; (5) 
tratamento da medula ossea dos pacientes 
com agentes citotoxicos que reduzem mas 
nao eliminam totalmente os linfocitos 
residentes, criando assim um nicho 
biologico para os linfocitos que foram 
expandidos in vitro: e (6) infusao dos 
linfocitos expandidos in vitro originados de 
TILs. Essas celulas introduzidas, as quais 
podem tornar-se estabelecidas de forma 
estavel na medula dos pacientes, podem 
entao iniciar o ataque contra as celulas 
tumorais. (B) 0 uso de ACT produz 
ocasionalmente respostas dramaticas 
como aquela observada neste paciente que 
foi tratado de um melanoma metastatico. 

As metastases do paciente (sefas amareias) 
em uma axila (embaixo do brago, aoima), 
na regiao pelvica (meio) e nos linfonodos 
mesentericos (associados ao intestino; 
abaixo), como analisado por tomografia 
computadorizada (CT) de raios X em 06 de 
setembro de 2000 (paineis a esquerda), 
haviam reduzido marcadamente em 24 de 
abrii de 2001 (paineis a direita). Essas 
respostas, embora nao sejam tipicas, 
sugerem que os sistemas imunes dos 
pacientes com cancer podem um dia ser 
manipulados para gerar resultados como 
esses de forma reprodutivel. (A, extraida de 
M.E. Dudley e S.A. Rosenberg, Nat. Rev 
Cancer 3:666-675, 2003; B, extraida de S.A. 
Rosenberg e M.E. Dudley. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 101:14639-14645, 2004.) 
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15.23 Sinopse e perspectivas 

As intera 96 es entre o sistema imune e o cancer sao certamente muito complexas, e o papel 
precise que as celulas imunes exercem sobre a supressao da maior parte dos tumores huma- 
nos ainda nao e totalmente compreendido. Estudos com pacientes imunocomprometidos 
fornecem evidencias claras de que a imunovigilancia e responsavel por auxiliar na preven^ao 
do aparecimento de uma variedade de tumores induzidos por virus. As respostas imunes 
humorais sao relacionadas com a supressao da dissemina^ao de infec^oes virais nos tecidos, 
minimizando, assim, o mimero de celulas infectadas por virus, algumas das quais poderiam 
fmalmente progredir para um estagio tumorogenico. 

Ainda mais importante, a expressao continuada de proteinas virais por celulas tumorais trans- 
formadas por virus origina antigenos claramente reconhecidos como estranhos, que podem 
ativar uma resposta imune muito efetiva, especialmente mediada pelo componente celular da 
imunidade. Os oligopeptideos virais antigenicos, quando apresentados a proteinas MHC de 
classe I das celulas tumorais, atraem a aten 9 ao de celulas T citotoxicas, as quais iniciam o 
processo de elimina 9 ao das celulas infectadas ou transformadas por virus. 

A contribui 9 ao da resposta imune na prote^ao contra muitos tipos de cancer de origem ndo- 
viral ainda e uma questao ambigua. E dificil predizer a extensao na qual a imunovigilancia 
exerce um papel na elimina 9 ao ou no retardo da forma 9 ao desses tumores. Parte do que se 
conhece acerca da importancia desses mecanismos tern como base o estudo de pacientes 
imunocomprometidos, nos quais as taxas de certos tumores solidos de origem nao-viral sao 
2 a 3 vezes mais elevadas do que na popula 9 ao geral. 

Algumas celulas tumorais podem ser capazes de escapar da elimina 9 ao pelo sistema imune porque 
apresentam alguns poucos antigenos que sao de fato estranhos e, assim, beneficiam-se da toleran- 
cia que o sistema imune normal desenvolve contra proteinas “proprias”. Ademais, outras celulas 
tumorais podem expressar proteinas e antigenos potenciais em quantidades ou em sitios anatomi- 
cos anormais; essa expressao ectopica pode alertar o sistema de imunovigilancia, o qual iniciara a 
identifica 9 ao e a elimina 9 ao das celulas tumorais relacionadas. 

Uma vez sob ofensiva, as celulas tumorais freqiientemente se defendem com algumas mano- 
bras de contra-ataque. Elas podem reduzir a expressao dos antigenos que inicialmente desen- 
cadearam a ativa 9 ao do sistema imune, freqiientemente usando a mesma estrategia - a meti- 
la 9 ao dos promotores — que e tambem utilizada para protege-las da atividade de genes de 
supressao de tumores. De maneira alternativa, elas podem suprimir a expressao de moleculas 
MHC de classe I, que permitem ao sistema imune detectar a presen 9 a de antigenos sobre sua 
superficie. O fato de que as moleculas MHC de classe I com freqtiencia sao ausentes em 
celulas metastaticas refor 9 a a no 9 ao de que a migra 9 ao de celulas tumorais atraves dos tecidos 
do organismo e da circula 9 ao representa um passo arriscado que e geralmente impedido por 
celulas imunes que se encontram ao longo desses sitios. 

Se todas essas manobras imunoevasivas nao forem suficientes, as celulas tumorais podem 
instalar um sistema de defesa ainda mais efetivo por afastar ou eliminar possiveis agentes de 
ataque. Por exemplo, a libera 9 ao de agentes antiapoptoticos potentes, como o TGF-P e o 
FasL, podem normalmente assegurar a elimina 9 ao de quaisquer imunocitos que porventura 
estejam proximos das celulas neoplasicas. 

Finalmente, a defesa mais efetiva ativada pelas celulas tumorais pode ser derivada dos princi- 
pais sistemas celulares do organismo associados ao estabelecimento e manuten 9 ao da toleran- 
cia imunologica — os mecanismos que comumente previnem o desenvolvimento de ataques 
auto-imunes sobre os proprios tecidos do corpo. A tolerancia em rela 9 ao a varios antigenos 
parece depender das a 96 es de celulas T regulatorias (T^^^s), as quais funcionam para garantir 
que ambos os componentes, humoral e celular, da resposta imune nao destruam os tecidos 
normais. A capacidade de tumores humanos de liberar o fator quimiotatico CCL22 (o qual 
serve para atrair T|.|.gS) pode beneficiar as celulas tumorais, mais do que qualquer outro meca- 
nismo de evasao citado anteriormente. 
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Quando avaliadas em conjunto, essas varias e bem-conhecidas manobras pelas quais as 
celulas tumorais escapam do ataque do sistema imune nos fazem acreditar que esse seria 
um importante fator para a progressao da maior parte, senao de todos os tipos de tumo- 
res altamente malignos. Alem disso, a imunoevasao pode ser reconhecida como uma 
caracten'stica da neoplasia tao fundamental como as que foram enumeradas anteriormente 
(Se^ao 11.18). 

Previamente, cada uma das etapas de progressao tumoral foi ilustrada como a capacidade de 
violar um dos importantes mecanismos de defesa anticancer das celulas e dos tecidos (Capl- 
tulo 11). Se isso e verdade, a contribui 9 ao relativa desses varios mecanismos de defesa na 
preven^ao do im'cio do cancer seria questionavel. A maior parte desses mecanismos represen- 
ta as afoes de um circuito regulatorio que e altamente controlado em todas as nossas celulas. 
Ate que ponto as defesas anticancer podem ser atribui'das a esses mecanismos autonomos das 
celulas, ou seja, processes que ocorrem em celulas individuals em transforma^ao neoplasica? 
Alem disso, em que extensao as defesas contra o cancer sao originadas de a^oes do organismo 
como um todo ou das a^oes do sistema imune? Respostas defmitivas para essas questoes 
ainda sao inexistentes, e mais uma decada poderia se passar antes que fossem obtidas. 

As falhas freqiientes do sistema imune normal em iniciar defesas efetivas contra a maioria dos 
tumores nao impedem o desenvolvimento eventual de estrategias imunoterapeuticas verda- 
deiramente efetivas contra o cancer. Pelo conhecimento de como os varios componentes do 
sistema imune sao regulados, os imunologistas estao avan^ando na capacidade de manipular 
e reformat esses componentes de ataque a celulas tumorais. Apenas algumas das muitas estra¬ 
tegias de mobilizafao do sistema imune que estao sendo investigadas (Tabela 15.4 e Figura 
15.45) foram descritas neste capftulo. 

Ate o presente, mas de 100 citocinas (fatores regulatorios do sistema imune que incluem 
interleucinas e interferons) e sens receptores cognatos foram identificados. Algumas delas ja 
foram caracterizadas funcionalmente, enquanto a maior parte ainda nao. Elas podem ser 
genericamente divididas em fatores que potencializam a fun^ao imune (p. ex., interferons, 
interleucina-2) e aquelas que inibem (p. ex., IL-10, TGF-P). Essa grande lista de citocinas e 
um indicativo da complexidade da regula^ao imune. Na realidade, apenas come^amos a com- 
preender a fisiologia do sistema imune normal e as possibilidades de manipula-lo a fim de 
refor^ar as defesas anticancer. O fato de que um tipo fundamentalmente importante de imu- 
nocito — a celula T regulatoria (T^eg) ~ apenas recentemente estudado indica que o campo 
da imunologia continua a rever muitos dos seus conceitos fundamentals. 


Tabela 15.4 Exemplos de estrategias de 
imunoterapia antitumoral 

Imunizagao passiva 

Infusao de anticorpos monoclonais 
tumor-especificos (p. ex., 
Herceptina, Rituxan) 

Medula enxertada histo-incompativel 

Imunizagao ativa 

Infusao de linfocitos infiltrantes de 
tumor (TILs) 

Infusao de celulas dendriticas 
carregadas com oligopeptfdeos 
tumor-especificos 

Adigao do receptor de co-ativagao B7 
ao antfgeno especifico de tumor 
introduzido 

Bloqueio da fungao CTl_A-4 

Inibigao de celulas T regulatorias 


incorporagao de 
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diferenciadores ou 
ativadores em vacinas 
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bloqueio CTl_A-4, 
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inibigao de 
celulas T 
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IL-15, 

bloqueio B7-H1, 
bloqueio B7-H2, 
direcionamento de 
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para o endotelio 
neovascular 



imunoterapia + 
bloqueio de vias 
antiapoptoticas 
em tumores 


mobilizagao de 
celulas dendriticas 
(agonistas de FItSL, 
CD40L, TLR) 


Figura 15.45 Estrategias para a 
imunoterapia anticancer Varias estrategias 
distintas sao atualmente empregadas a fim 
de criar mais imunoterapias anticancer 
efetivas. Como indicado aqui, essas sao 
baseadas em tres etapas principals da 
fungao imunologica: aumentando da 
apresentagao de antigenos, suprimindo os 
pontos de controle imunoibgico e 
aumentando a migragao de celulas T para 
as massas tumorais. Muitas das estrategias 
indicadas nesta figura nao foram discutidas 
neste capitulo. B7-H1 e B7-H4 = proteinas 
B7 relacionadas. DC = celulas dendriticas; 
FItSL = ligante do receptor de citocina do 
tipo-Fms; PD-1 = proteina relacionada a 
CTLA-4; TLR = receptor Toll-like. (Extraida 
de D. Pardoll e J. Allison, Nat. Med 10:887- 
892, 2004.) 
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Ainda nao esta claro como e quando, precisamente, durante a progressao tumoral, o sistema 
imune e primeiro alertado acerca da presen^a de celulas tumorais, dando im'cio a varias ten- 
tativas, freqiientemente sem sucesso, de elimina-las. Isso poderia ocorrer quando as celulas de 
carcinoma invadem o estroma e encontram os imunocitos diretamente. Um modelo alterna- 
tivo interessante, ainda nao comprovado, localiza esse encontro entre celulas tumorais e imu- 
nes ainda nas fases inflamatorias da progressao tumoral, quando os macrofagos e outros 
leucocitos sao inicialmente recrutados para o estroma do tumor. 

No momento, e impossiVel dizer quais dentre as varias estrategias de imunoterapia que se 
encontram em desenvolvimento representarao precursores de tratamentos anticancer que se 
mostrem mais efetivos do que as terapias ja dispom'veis, promovendo curas consistentes e de 
longa dura^ao para a maior parte dos pacientes sob tratamento. De uma forma menos oti- 
mista, o desenvolvimento de imunoterapias verdadeiramente curativas poderia sempre ser 
frustrado pela inventividade e plasticidade das celulas tumorais. Talvez os aspectos funda- 
mentais das doen^as neoplasicas apresentem obstaculos a imunoterapia do cancer que nunca 
venham a ser contornados pelo conhecimento dos imunologistas ou daqueles que pesquisam 
a biologia do cancer. Essas questoes serao novamente discutidas no proximo capftulo, no 
qual as descobertas biologicas descritas ao longo deste livro sao aplicadas ao desenvolvimento 
de novas drogas de baixo peso molecular desenhadas para combater o perfil evasivo e muta- 
cional das celulas tumorais. 


Conceitos-chave 

• O sistema imune ativa duas formas de defesa contra agentes infecciosos ou celulas que 
devem ser eliminadas ou neutralizadas; essas envolvem a imunidade celular e a imunida- 
de humoral. 

• Algumas celulas do sistema imune tern a habilidade inata de reconhecer celulas que de¬ 
vem ser eliminadas; macrofagos e celulas matadoras naturals sao os dois principals repre- 
sentantes dessa classe. 

• Os linfocitos T desenvolvem a capacidade de reconhecer alvos antigenicos por meio da 
expressao de receptores de celulas T, os quais sao elementos-chave da imunidade adapta- 
tiva e sao criados pelo rearranjo de segmentos de genes semelhantes aqueles que levam a 
forma^ao de anticorpos soluveis. Esses linfocitos sao principalmente celulas T citotoxicas 
(CTLs, ou T^’s), celulas T auxiliares e celulas T regulatorias 

• Celulas T auxiliares auxiliam celulas B no desenvolvimento de anticorpos, ativando, as- 
sim, a imunidade humoral e ajudando as celulas T citotoxicas a se desenvolver e reconhe¬ 
cer celulas que devam ser eliminadas. As celulas T regulatorias suprimem as a^oes das 
celulas T auxiliares e citotoxicas. 

• Celulas normals do organismo rotineiramente apresentam fragmentos oligopepridicos de 
suas protemas sobre a superflcie celular, utilizando moleculas MHC de classe I para tal. 
Celulas apresentadoras de anti'geno profissionais, como macrofagos e celulas dendn'ticas, 
usam moleculas MHC de classe II para apresentar fragmentos oligopepti'dicos de protei- 
nas que foram seqiiestradas do ambiente tecidual. Esses varios fragmentos oligopepti'di¬ 
cos representam os anti'genos que sao reconhecidos pelos receptores de celulas de linfocitos T 
auxiliares e citotoxicos. 

• Anticorpos que reconhecem anti'genos sobre a superflcie de uma celula podem direcionar 
a elimina^ao celular por meio de dois mecanismos distintos: (1) celulas que expressam 
receptores Fc, especificamente macrofagos e matadoras naturals, podem se ligar a celulas 
marcadas com anticorpos, eliminando-as; (2) o complemento pode se acoplar ao anticor- 
po de superflcie, matando a celula pela forma^ao de poros na membrana plasmatica. 

• O sistema imune tern a capacidade intrlnseca de desenvolver o reconhecimento imune de 
ambos, anti'genos de tecidos normais e aqueles expressos por elementos estranhos, especi¬ 
ficamente, agentes infecciosos. Entretanto, o sistema imune emprega varios mecanismos 
distintos para suprimir a reatividade de sens varios componentes contra os anti'genos 
teciduais normais, desenvolvendo, assim, tolerancia a estes. 
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• Muitas das a 96 es do sistema imune direcionadas ao reconhecimento e elimina 9 ao de 
agentes infecciosos podem tambem ser usadas para o ataque de celulas tumorais. Entre- 
tanto, os mecanismos de indu^ao de tolerancia complicam essas respostas, ja que a maior 
parte dos andgenos de celulas tumorais e componente de protemas celulares normals. 

• Alguns andgenos associados a tumores podem ainda atrair a aten^ao do sistema imune, 
pois sao normalmente expressos apenas em embrioes ou em sitios imunologicamente 
privilegiados, como testi'culos e cerebro, nos quais o desenvolvimento de tolerancia nao 
acontece. Outros anti'genos associados a tumores podem evocar o reconhecimento imune 
e o ataque porque sao expressos em mVeis elevados. 

• O fato de que indivi'duos imunocomprometidos apresentam mVeis mais elevados de va¬ 
ries tipos de cancer sugere fortemente que o sistema imune esta continuamente monito- 
rando os tecidos do corpo para avaliar a presen 9 a de tumores e tentar elimina-los - o 
processo de imunovigilancia. 

• Alguns tipos de cancer podem progredir no organismo, apesar da imunovigilancia, simples- 
mente porque, por alguma razao, sao fracamente antigenicos. Outros podem ter sido forte¬ 
mente antigenicos originalmente, tendo gerado variantes fracamente antigenicas. Essa repre- 
senta uma das muitas estrategias imunoevasivas usadas pelos tumores. 

• Andgenos associados a tumores (TAAs) sao expressos por celulas tumorais e freqiiente- 
mente refletem programas de diferencia^ao dos tecidos nos quais esses tumores surgiram. 
A supressao da expressao de TAA pode permitir que as celulas tumorais escapem da imu¬ 
novigilancia e, ao mesmo tempo, pode ocorrer sem que haja o comprometimento da 
capacidade dessas celulas de proliferar. 

• Outra estrategia imunoevasiva envolve a libera^ao de fatores, como IL-10, FasL e TGF-P, que 
sao capazes de eliminar celulas imunes que se aproximem demais das celulas tumorais. 

• As celulas tumorais podem tambem atrair celulas T regulatorias, as quais podem inativar 
qualquer celula T citotoxica que tenha alcan 9 ado a massa tumoral. 

• Uma vez que o sistema imune freqiientemente falha em bloquear o desenvolvimento de 
tumores, os pesquisadores desenvolveram uma serie de estrategias terapeuticas que suple- 
mentam ou refor^am a resposta imune existente. Uma estrategia importante e tratar os 
pacientes com anticorpos monoclonais (MoAbs) que podem se ligar a suas celulas tumo¬ 
rais, levando a morte dessas celulas por uma variedade de mecanismos. Dentre esses MoAbs 
estao a Herceptina e o Rituxan. 

• Alternativamente, algumas tentativas de desenvolvimento de protocolos imunoterapeuticos 
anticancer envolvem a altera^ao de agentes de sinaliza^ao que normalmente regulam as ativi- 
dades de varies tipos de celulas imunes. Por exemplo, o GM-CSF pode ser usado para ativar 
celulas dendn'ticas, enquanto o anticorpo anti-GTLA-4 pode ser usado para aumentar as 
intera^oes entre as celulas apresentadoras de anrigeno e as celulas T auxiliares. 

• As respostas do sistema imune a tumores ainda sao mal compreendidas, e a multiplicida- 
de dos reguladores imunes cria a oportunidade de ativar respostas antitumorais de muitas 
formas, sendo que a maior parte delas ainda nao foi testada na clmica oncologica. 


Questoes elaboradas 


1. Como os genes virais nos ajudam a compreender como as cdu- 
las tumorais escapam da imunovigilancia? 

2. De que forma poderia ser possi'vel fazer com que celulas tumo¬ 
rais se tornassem mais imunogenicas? 

3. Como a medida das fun^oes imunes poderia fornecer uma ideia 
acerca da presen^a de tumores no organismo? 

4. Como seria possi'vel determinar se os macrofagos associados a tu¬ 
mores (TAMs) estao trabalhando para suportar o crescimento tu¬ 
moral ou como agentes do sistema imune na elimina^ao tumoral? 


5. Por que meios distintos as oncoprotei'nas poderiam tornar as 
celulas tumorais mais resistentes a elimina 9 ao pelos varios com- 
ponentes do sistema imune? 

6. Qual voce acredita que seria a evidencia mais convincente de 
que o sistema imune exerce um papel significative na supressao 
do aparecimento dos tumores solidos mais comuns? 

7. Como voce avaliaria a importancia relativa da imunidade inata 
versus a imunidade adaptativa na supressao do aparecimento de 
tumores clinicamente aparentes? 
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Capitulo 16 

Tratamento Racional do C^cer 


“Todas as substancias sao venenosas, nao existe nenhuma que nao seja um 
veneno; a dose correta diferencia um veneno de um remedio.” 

Paracelsus (Auroleus Phillipus Theostratus Bombastus von 
Hohenheim), alquimista e medico, 1538 


“Medicos sao homens que prescrevem medicamentos dos quais eles sabem 
pouco para curar doen^as das quais eles sabem menos em seres humanos de 
quern eles nao sabem nada.” 

Voltaire (Francois-Marie Arounet), filosofo, 1760 


A pesquisa descrita neste livro representa a revolucao na nossa compreensao sobre a pato- 
genese do cancer. Em 1975, praticamente nao havia conhecimentos sobre as alteracoes 
moleculares dentro das celulas humanas que levam ao aparecimento de malignidades. Em 
uma gera^ao posterior, temos esse conhecimento em abundancia. Na verdade, pode-se dizer 
que certamente as informacoes dispomVeis e os conceitos sobre as origens do cancer consti- 
tuem uma ciencia com estrutura conceitual logica e coerente. 

Apesar desses saltos extraordinarios para a frente, um progresso relativamente pequeno foi 
feito na explora^ao desses conhecimentos sobre a etiologia (i. e., os mecanismos causadores 
da doen^a) para prevenir a doenca e, igualmente importante, para trata-la. A maioria dos 
tratamentos anticancer em amplo uso atualmente foi desenvolvida antes de 1975, em um 
momento em que o desenvolvimento de terapeuticos ainda nao era informado pelos meca¬ 
nismos geneticos e bioquimicos da patogenese do cancer. Isso explica a ampla frustracao 
sentida pelos oncologistas moleculares de que o potencial da sua pesquisa para contribuir 
para novas terapias anticancer nao tinha sido compreendido. 
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Figura 16.1 Estatistioas de mortalidade por 
cancer durante os tres quartos de seculo 
passados: o estado das coisas As 
estatisticas compiladas nos Estados 
Unidos sobre os indices de morte 
ajustados por idade de varios tipos de 
cancer revelam duas tendencies diferentes 
em longo prazo. (A) A mortalidade pelos 
principais matadores diminui 
significativamente desde 1930. Isso ocorreu 
devido a alteragoes nas praticas de 
estocagem de alimentos e possivelmente 
nos indices de infecgao por Helicobacter 
pylori, no caso de cancer de estomago, e a 
triagem, nos casos de cancer cervical e 
colorretal. (B) Varias das principais origens 
de morte relacionadas ao cancer se 
mostraram resistentes a maioria das formas 
de terapia tradicional, especialmente 
quando esses tumores progridem para urn 
estagio metastatico altamente maligno. (A 
partir de A. Jemal, T. Murray, E. Ward et al., 
CA Cancer J. Clin. 55:10-30, 2005.) 


Essa frustragao foi mais fortemente alimentada pela lentidao dos avangos no tratamento 
de tumores solidos comuns. Por exemplo, em 1970, nos Estados Unidos, 7% dos pacien- 
tes diagnosticados com cancer de pulmao continuavam vivos cinco anos apos o seu diag- 
nostico inicial. Tres decadas depois, esse mimero subiu para apenas 14%, uma melhora 
relativamente pequena. E mesmo esse grau de sucesso terapeutico pode ser ilusorio, uma 
vez que tecnicas modernas de diagnostico muitas vezes detectam tumores muito antes 
no seu curso cli'nico, criando um espago de tempo maior entre o diagnostico inicial e a 
progressao para a doenga em fase terminal. Os Indices de morte por cancer de colon 
comegaram a cair, pela detecgao precoce e remogao cinirgica dos tumores que avangaram 
apenas pelos estagios iniciais da progressao do tumor (Figura 16.1 A; veja tambem a 
Figura 11.8C). Entretanto, a mortalidade causada pelos tumores colorretais mais avan- 
gados mudou pouco nas decadas recentes — um certificado para as falhas da quimiotera- 
pia e da radiagao em eliminar essas malignidades uma vez que elas tenham invadido e 
comegado a fazer metastases. 

Sem duvida, a atual abundante informagao sobre os mecanismos moleculares e celulares da 
patogenese do cancer inspirara novos meios para tratar efetivamente a doenga. Neste capftu- 
lo, exploraremos varias estrategias de terapias em desenvolvimento ou recentemente introdu- 
zidas na cllnica. O objetivo nao e investigar todo o ambito de pesquisas em progresso nessas 
areas. Isso seria inalcangavel: uma compilagao de 2003 de terapias anticancer em desenvolvi¬ 
mento pre-clmico ou em testes clmicos listou mais de 1.300 projetos de pesquisa e de desen¬ 
volvimento que estavam sendo levadas adiante por varias companhias farmaceuticas grandes 
e firmas biotecnologicas menores. Os agentes terapeuticos em desenvolvimento incluem dro- 
gas de baixo peso molecular, protemas, anticorpos monoclonais e estrategias de terapia geni- 
ca, incluindo vetores virais. 


Em vez de sermos enciclopedicos, nos concentraremos em um pequeno mimero de tera¬ 
pias recentemente desenvolvidas que ilustrarao como as descobertas descritas nos capl- 
tulos anteriores inspiraram novas estrategias para tratar o cancer e como o diagnostico 
molecular vai fazer, cada vez mais, parte do desenvolvimento e da introdugao na cllnica 
de novas terapias. 

Ao mesmo tempo, discutiremos como a biologia molecular esta mudando as estrategias de 
prevengao de cancer. Assim, nao examinaremos os maiores avangos que foram realizados no 
desenvolvimento de vacinas que protegem contra infecgoes com o virus da hepatite B (HBV) 
e do papilomavlrus humano (HPV); essas vacinas deveriam ser muito eficientes na redugao 
da incidencia de hepatomas e carcinomas cervicais, que sao descontrolados em certas partes 
do mundo. (Se a historia passada de saiide piiblica for um guia, a prevengao do cancer ira 
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fmalmente gerar redufoes muito maiores na mortalidade relacionada a doen^a do que as 
terapias do tipo das discutidas neste capi'tulo.) 

O presente capi'tulo concentra-se em terapeuticos de moleculas pequenas e nos seus alvos 
intracelulares que foram identificados pela pesquisa das vias de sinaliza^ao dentro das celulas 
cancerosas. Todas essas estrategias trouxeram grandes esperan^as, e, invariavelmente, o seu 
verdadeiro potencial ainda esta para ser compreendido. As historias envolvendo o desenvol- 
vimento de cada uma dessas drogas sao interessantes e provocativas, pois elas ensinam li^oes 
importantes sobre os triunfos e ciladas no desenvolvimento de novos tratamentos anticancer. 
Note que varias estrategias terapeuticas baseadas em anticorpos monoclonais ja foram discu¬ 
tidas com alguns detalhes em capi'tulos anteriores, ja que existem varias terapias focadas na 
preven^ao ou bloqueio da angiogenese de tumores. Tambem note que os meios convencio- 
nais de tratar cancer, a maioria dos quais tem sido utilizada ha decadas, nao sao discutidos 
aqui, pois o seu desenvolvimento nao foi informado pelas descobertas mais recentes descritas 
neste livro. 

Quase todos os achados de pesquisa descritos neste livro serao submetidos ao teste do tempo 
e serao considerados acreditaveis e corretos (mesmo que possivelmente nao tao interessantes) 
por uma gera^ao desde agora. Entretanto, aqueles que amam a certeza e as verdades eternas 
acharao as historias que seguem insatisfatorias por uma simples razao: o trabalho reportado 
esta em grande fluxo e, assim, muito mais sensi'vel ao tempo. 

Varias destas terapias parecerao estranhas e antiquadas uma decada depois que este capi'tulo 
foi escrito. A campanha para converter o entendimento sobre as causas moleculares do cancer 
em novas maneiras de curar a doen^a recem come^aram. E assim nos deparamos com seus 
primeiros tropefos. 


16.1 O desenvolvimento e o uso cimico de terapias efetivas 
dependerao do diagnostico acurado da doen^a 

Nos capi'tulos anteriores, repetidamente categorizamos os canceres em termos de tecidos de 
origem e estagios de progressao clmica. Quase sempre essas tarefas foram ditadas pela aparen- 
cia dos tecidos normais e malignos sob o microscopio. Em algumas ocasioes, para ter certeza, 
refmamos essas classifica^oes pela descriQo de certos marcadores moleculares (p. ex., expres- 
sao de HER2 em canceres de mama) e as implica 96 es que eles trazem para o prognostico. 
Mas, em geral, a histopatologia foi suprema nas nossas discussoes, como ela o fez na pratica 
da cli'nica oncologica por mais da metade de um seculo. 

Mesmo sem a percepQo das origens moleculares dos canceres humanos, se tornou cada vez 
mais claro que os meios tradicionais de classificar os canceres tem utilidade limitada. O 
diagnostico verdadeiramente util deve informar ao cb'nico sobre a natureza nebulosa das 
doen^as e, mais importante, como cada entidade de doen^a respondera a varios tipos de 
terapia. Como estudamos mais sobre canceres humanos, percebemos que varios canceres 
humanos que tradicionalmente foram agrupados como exemplos de uma entidade de doen^a 
linica deveriam, de fato, ser separados em varias subcategorias distintas da doen^a. Isso ajuda 
a explicar porque varias terapias anticancer existentes usadas durante as ultimas tres decadas 
tem tido tais baixos indices de sucesso. Esses indices de resposta tambem tem implica^oes 
importantes para o desenvolvimento de novas drogas. 

Para pacientes que carregam o subtipo de um tumor que responde a um tratamento em 
particular, essa terapia pode ser considerada uma “ben^ao”, estendendo a vida e ate oferecen- 
do cura na ocasiao. Para os pacientes restantes, uma terapia aplicada uniformemente nao gera 
efeitos clinicos positivos e pode desviar esses pacientes de receber outros tratamentos que 
poderiam ser verdadeiramente eficientes. Possivelmente de forma mais grave, os tratamentos 
anticancer muitas vezes causam varios efeitos colaterais e alguns podem realmente aumentar 
a incidencia de canceres secundarios que surgem anos mais tarde. Por exemplo, no inicio dos 
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anos 1980, pacientes com cancer de mama recebendo a entao dose-padrao de ciclofosfamida 
(uma droga quimioterapeutica que tambem e um agente alquilante) experimentaram um 
aumento de 5,7 vezes no risco de desenvolver subseqiientemente uma leucemia mielogenosa 
aguda (AML). (Protocolos atuais de tratamento usam uma dosagem diminui'da da droga 
resultam em uma incidencia muito diminui'da do tal cancer secundario.) Tudo isso aponta 
para a grande necessidade de mais ferramentas de diagnostico refmado - que possam predizer 
exatamente a rea^ao a varias terapias antitumor e evitar o uso de terapias quando elas nao sao 
necessarias. 

Em 2003, cerca de 192 mil canceres de mama invasivos e 46 mil carcinomas de mama in situ 
foram detectados nos Estados Unidos; foi predito que a doen 9 a comprometeria cerca de 40 
mil vidas naquele ano. A grande maioria das pacientes com carcinomas mamarios invasivos 
foi tratada agressivamente com quimioterapia. Uma vez que o I'ndice de morte ajustado pela 
idade para cancer de mama nos Estados Unidos nao mudou significativamente por quase 
todo o seculo XX (Figura 16.2), durante um pen'odo em que as terapias mudaram de forma 
drastica, isso sugeriu que uma grande propor^ao de carcinomas de mama invasivos que esta- 
vam sendo diagnosticados — possivelmente mais do que tres quartos — provavelmente nao 
causarao a morte da mulher que o carrega, mesmo sem a interven^ao terapeutica, de maneira 
semelhante aos canceres de prostata, que sao diagnosticados em vastos mimeros no ocidente. 
Como a triagem para o cancer de mama aumentou e o poder para detectar pequenos tumo- 
res, antes nao percebidos, melhorou (Figura 16.3), essa disparidade entre a incidencia de 
cancer de mama e mortalidade provavelmente crescera. 

Estati'sticas como essas enfatizam a necessidade desesperadora de desenvolver marcado- 
res moleculares que permitam aos oncologistas distinguir entre tumores que realmente 
necessitam de um tratamento agressivo daqueles que podem ser ignorados ou monitora- 
dos periodicamente para sinais de progressao. No caso de outros tipos de cancer, distin- 
96 es igualmente importantes tambem devem ser feitas, mas de uma maneira muito mais 
amarga - entre aqueles canceres que provavelmente mostrarao alguma resposta a terapia 
e aqueles que nao, nos quais um cuidado misericordioso dita que se deve deixar a doen^a 
correr seu curso natural. 

Arranjos de expressao genica, do tipo descrito na Figura 13.18, mostram grandes promessas per- 
mitindo que os clmicos estratifiquem os canceres - classifica-los em subgrupos que tern proprie- 
dades biologicas e prognosticos distintos. Esses arranjos de expressao genica, muitas vezes referi- 
dos como a ferramenta anali'tica chave da ciencia dzgenomica fiincional, permitem ao pesquisador 
examinar os mveis de expressao de 10 mil ou ate mesmo 20 mil genes distintos em uma prepara- 
9 ao tecidual. Analises computadorizadas subseqiientes desses arranjos de expressao, usando bioin- 


Figura 16.2 Incidencia de cancer de mama 
vs. mortalidade nos Estados Unidos A 
incidencia de cancer de mama ajustada 
pela idade tern aumentado constantemente 
durante as ultimas decadas, enquanto a 
mortalidade por essa doenga esteve quase 
que constante ate o final do seculo XX, 
quando comegou a decair. A maior parte 
do aumento na incidencia parece ser 
atribuida ao aumento da triagem, mas uma 
pequena proporgao pode ser devida a 
mudangas reals do indice no qual a doenga 
ataca por causa das mudangas nas 
pr&icas reprodutivas, nutrigao, etc. (A partir 
de A. Jemal, T. Murray, E. Ward et al., CA 
Cancer J. Clin. 55:10-30, 2005.) 
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formatica, tornaram possi'vel identificar um pequeno subgrupo desses genes cuja expressao (em 
ni'veis caracteristicamente altos ou baixos) esta correlacionada com um fenotipo biologico esped- 
fico, resposta a droga ou prognostico. Por exemplo, a expressao de um grupo de varias diizias de 
genes por um tumor pode ser suficiente para servir como um forte profetizador do seu grau de 
progressao ou da sua associa^ao com um ou outro subtipo de cancer. 

No caso de canceres de mama, existe uma necessidade notoria para distinguir aqueles tumores 
primarios que provavelmente se tornarao metastaticos daqueles que permanecerao indolentes e, 
portanto, provavelmente nao irao se espalhar durante o tempo de vida do paciente. Tradicional- 
mente, os principals parametros para um prognostico que tern sido usados para predizer o curso 
do desenvolvimento do tumor tern sido a idade do paciente, o tamanho do tumor, o estado dos 
linfonodos da axila, o tipo histologico do tumor, o grau de patologia e o estado dos receptores 
hormonais (i. e., a expressao dos receptores de estrogenio e de progesterona). Como esses fatores, 
quando usados separadamente ou em combina^ao, nao geram um prognostico com um alto grau 
de exatidao, a grande maioria das pacientes diagnosticadas com canceres de mama primarios nos 
Estados Unidos tern sido tratada de forma agressiva, mesmo que apenas 15% delas alguma vez 
desenvolverao uma doen^a metastatica que ameace a vida. 


Figura 16.3 Obtengao de imagem de alta 
resolugao de forma nao-invasiva dos 
tecidos humanos 0 desenvolvimento da 
obtengao de imagem por ressonancia 
magnetica (MRI) permitiu uma resolugao 
muito alta da visualizagao, de forma nao- 
invasiva, dos tecidos vivos. 0 MRI agora 
permits que tumores de mama muito 
pequenos (alguns mm de diametro) sejam 
detectados e, como mostrado aqui, torna 
possivel observar o progresso de uma 
terapia antitumor - nesse caso, 
quimioterapia com o agente citotoxico 
antraciclina - em um detaihe excelente. 0 
uso em ampio espectro de tais tecnicas de 
obtengao de imagem altamente sensiveis 
provavelmente resultara em aumentos 
futures no indice de incidencia do cancer 
de mama. (Cortesia de N.M. Flylton and L.J. 
Esserman.) 


O uso dos arranjos de expressao genica e da bioinformatica tornaram possivel predizer o 
curso clinico da progressao do cancer de mama com mais de 90% de exatidao (Figura 16.4), 
e melhorias adicionais na forga de predigao estao sendo desenvolvidas. Essa informagao alta¬ 
mente acurada do prognostico mantem a esperanga de poupar varias mulheres da exposigao 
a quimioterapia desnecessaria. E, no futuro, os detalhes da analise de um arranjo de expressao 
tambem poderao informar ao oncologista sobre o protocolo de tratamento que provavelmen¬ 
te vai gerar uma resposta clinica duravel ou ate mesmo a cura. 


Analises como aquelas mostradas na Figura 16.4 sao apenas os passos iniciais de um esforgo 
em grande escala para analisar uma variedade de tipos de cancer humano por meio de arran¬ 
jos de expressao, para estratificar os tipos em subtipos e, com base nas informagoes que o 
arranjo gera, planejar terapias adequadas para cada subtipo especifico. Por exemplo, linfomas 
de celulas B tern representado um dilema para os oncologistas por seus resultados serem tao 
variados na clinica, com alguns pacientes morrendo dentro de quatro semanas apos o diag- 
nostico enquanto outros estao sendo curados ou estao, no minimo, alcangando 10 anos de 
sobrevivencia sem sintomas clinicos. Ao mesmo tempo, todos aqueles tumores tern uma 
aparencia muito similar sob o microscopio (Figura 16.5A, topo). Entretanto, o uso dos ar- 
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ranjos de expressao (abaixo na Figura 16.5A) permitiu que esses tumores fossem segregados 
em tres diferentes doen^as com diferen^as clmicas resultantes completamente diferentes - 
linfomas primarios de celulas B mediastinais, linfomas de celulas do centro germinal seme- 
Ihantes a celulas B e linfomas semelhantes a celulas B ativadas (Figura 16.5B). 

Desses tres, tanto os linfomas semelhantes a celulas B ativadas (ABCs) como os linfomas 
primarios de celulas B mediastinais (PMBLs) exibem altos mVeis constitutivos de atividade 
de NF-kB (Figura 16.5C); esse fator de transcri^ao (Se^ao 6.12) parece estar dirigindo a sua 
prolifera^ao e, ao mesmo tempo, os protegendo da apoptose. De acordo com isso, drogas que 
tern como alvo a via NF-kB, especificamente o seu ativador upstream, IKK, tern sido usadas 
com o objetivo de afetar esses dois subtipos de celulas DLBCL propagadas em cultura, e, de 
fato, ambos os grupos de celulas sao mottos uma vez que elas perdem a sua atividade IKK 
(Figura 16.5D). Celulas em cultura a partir do terceiro tipo de linfoma, linfomas de celulas 
do centro germinal semelhantes a celulas B, nao demonstram alta atividade de NF-kB e 
essencialmente nao sao afetadas por um tratamento desses. 


Figura 16.4 A estratificagao do cancer de 
mama pelo uso da genomica funcional (A) 
Os arranjos de expressao foram utilizados 
para analisar a expressao genica de um 
grupo de 296 canceres de mama primarios 
diagnosticados em muiheres de menos de 
53 anos de idade. 0 grupo inclui pacientes 
com celulas metastaticas nos linfonodos da 
axila assim como pacientes cujos 
linfonodos estavam livres de celulas 
cancerosas. A analise bioinformatica 
desses tumores foi entao empregada para 
escolher um grupo de 70 "genes de 
prognosticos” cuja expressao poderia ser 
utilizada para estratificar esses pacientes 
com cancer de mama {arranjados ao longo 
do eixo vertical), cujo curso clinico foi 
acompanhado por um tempo medio de 
sete anos. Os niveis de expressao desses 
70 genes {arranjados ao longo do eixo 
horizontal, nao foram nomeados) 
juntamente com informagoes sobre histbria 
clinica dos pacientes foram entao utilizados 
para determinar um limiar que separava 
tumores que tinham uma “marca de 
expressao boa" dos tumores que tinham 
uma "marca de expressao pobre". (B) Este 
grafico de Kaplan-Meier revela a 
estratificagao de um grupo de 151 
pacientes com cancer de mama cuja 
sobrevivencia foi acompanhada por 10 
anos apos o diagnostico. Utilizando o 
criteria do painel (A), eles puderam ser 
separados em dois grupos com cursos 
clinicos completamente diferentes. 

Juntando com outros fatores (como a 
eficiencia da quimioterapia), os calculos 
indicam que muiheres cujos tumores 
carregam uma marca de expressao boa 
virtualmente nao obtem beneficios da 
quimioterapia adjuvante. (A partir de M.J. 
van de Vijver, YD. Fie, L.J. Van't Veer et al., 
N. Engl. J. Med. 347: 1999-2009, 2002.) 


(A) 


(B) 



CL 

O 

Q. 


marca boa 
(14 metatases por 
115 pacientes) 


limiar colocado aqui 


marca pobre 
1 (75 metastases por 
180 pacientes) 


20 30 40 50 

— 70 genes de prognbsticos 



-50% sobrevivem ao cancer de mama 


0,2 


perfil bom (60) 
perfil pobre (91) 


4 6 

tempo (anos) 


2 


8 


10 















ESTRATIFICAgAO DO cAncer pelo uso de arranjos de expressAo / 731 


A interpretagao dos padroes de expressao genica de tumores de histologia complexa, como os 
carcinomas compostos tanto de tipos celulares do epitelio como do estroma, e freqiientemen- 
te confundida com o fato de que os transcritos de RNA que sao medidos sao uma mistura 
derivada de miiltiplos tipos celulares. A tecnica de microdissecgao por captura a laser (LCM; 
veja a Figura 13.23) agora torna possiVel isolar fisicamente as celulas epiteliais das do estroma 
presentes em uma amostra de carcinoma que foi fixada sobre uma lamina de microscopio. 
Isso permite que o padrao de expressao genica dos dois grupos de celulas seja analisado sepa- 
radamente, permitindo um refinamento adicional dessas analises e, potencialmente, ate mes- 
mo uma estratificagao mais acurada das amostras de tumores. 


Alem dessas analises de expressao genica, ha uma geragao de novas ferramentas de diag- 
nostico envolvendo a ciencia da proteomica, na qual o espectro de protemas expressadas 
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Figura 16.5 Estratlflcagao dos grandes linfomas de celulas B difusos 
(A) DLBCLs representam um grupo de varies subtipos de neoplasias de 
celulas B que sao essenclalmente Indlstlnguiveis ao microscopio umas 
das outras e dos linfomas de celulas B medlastinals primarios iacima). 
Entretanto, o uso de arranjos de expressao genica {abaixo) permite que 
esses tumores sejam estratificados em tres subtipos, chamados de 
linfomas primaries de celulas B medlastinals (PMBLs), celula B do 
centre germinal (GCB) DLBCLs e semelhantes a celulas B ativadas 
(ABC) DLBCLs. Neste arranjo de expressao, um grupo de genes cujos 
nivels de expressao tern side uteis para fazer essa estratlflcagao e 
colocado ao longo do elxo vertical, enquanto um grupo de tumores de 
paclentes {nao-marcados) e colocado ao longo do elxo horizontal. (B) 
Esta curva Kaplan-Meler llustra os curses bastante diferentes da 
doenga que os paclentes com os tres subtipos sofrem. (C) Os tumores 


que sao classificados pelas analises de arranjo de expressao 
mostrados no palnel A exibem alteragoes carlotipicas e bloquimlcas 
distintas. (D) 0 fato de PMBLs e ABCs mostrarem nivels constitutivos 
altos de atividade de NF-kB sugere que eles possam ser 
particularmente suscetivels ao rompimento dessa via de sinallzagao por 
Inlblgao do atlvador upstream de NF-kB, IkB cinase (IKK; veja a Figura 
6.29). Isso foi observado em experimentos nos quais MLX105, um 
inibldor farmacologico de IKK, foi aplicado a linhagens celulares 
derivadas desses tres tipos de linfomas e de fato mostraram efeitos 
diferenciados sobre essas tres populagoes de celulas crescendo in 
vitro. (A e C, a partir de L.M. Staudt and S. Dave, Adv. Immunoi. 87:163- 
208, 2005; B, a partir de A. Rosenwald, G. Wright, K. Leroy et al., J. Exp. 
Med. 198:851-862, 2003; D, a partir de L.T. Lam, R.E. Davis, J. Pierce et 
al., din. Cancer Res. 11:28-40, 2005.) 
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no tumor de um paciente ou soro prove informajoes cn'ticas para o diagnostico. O obje- 
tivo em longo prazo de todas essas tecnicas anali'ticas - tanto da genomica como da 
proteomica funcional — e designar cada tumor dos pacientes a um subtipo especi'fico de 
doen^a e aplicar terapias com drogas que se mostraram efetivas para tratar um subtipo 
particular de cancer, mas nao para outro, tumores superficialmente similares, para os 
quais o tratamento possa nao ser efetivo. O uso dessas terapias com drogas feitas sob 
medida mantem a promessa de gerar altos indices de resposta em popula^oes de pacien¬ 
tes rigorosamente defmidos. 


16.2 Drogas anticancer bem-sucedidas podem trazer a tona 
varias respostas a partir de celulas tumorais 


Em principio, varias estrategias biologicas distintas poderiam mostrar-se igualmente bem- 
sucedidas na elimina^ao de tumores estabelecidos ou na manuten^ao do impedimento do seu 
crescimento. As mais obvias dessas foram projetadas para induzir a morte das cdulas cance- 
rosas, normalmente via apoptose. Na verdade, quase todas as estrategias nao-cirurgicas exis- 
tentes para eliminar cdulas cancerosas levam de uma forma ou outra a ativa^ao das suas vias 
apoptoticas. Entretanto, uma estrategia terapeutica alternativa conta com a indu^ao da dife- 
rencia^ao, e consideraremos essa primeiro, mesmo que resumidamente. 

Como descrito no Capitulo 8, a aquisi^ao do fenotipo maligno esta normalmente acompa- 
nhada pela diferenda^ao defectiva e pela entrada, associada, em um estado pos-mitotico. 
Lembre que, a medida que as popula^oes de cdulas tumorais evoluem para niveis maiores de 
malignidade, elas normalmente extravasam mais e mais marcadores de diferencia^ao. 

Esses comportamentos sugerem uma estrategia atrativa para tratar tumores: persuadir celulas 
cancerosas a se diferenciarem e, assim, entrarem em um estado pos-mitotico. Enquanto apren- 
demos muito sobre as conexoes entre o controle do ciclo celular e a regula^ao dos programas 
de diferencia^ao (veja a Seq;ao 8.11), a maior parte dessa informa^ao ainda nao foi traduzida 
em formas eficazes de terapia. Ate agora, a exce^ao proeminente tern sido uma forma de 
tratamento da leucemia promielocitica aguda (APE). No curso dessa terapia, as celulas blast 
leucemicas nao-diferenciadas dessa doen^a podem ser induzidas a se diferenciar em neutrofi- 
los pelo tratamento com acido retinoico completamente trans (ATRA; Figura 16.6A). O 
tratamento de pacientes APE com ATRA somado a quimioterapia concomitante freqiiente- 
mente resulta em remissoes completas, com indices de sobrevivencia de cinco anos chegando 
de 75 a 85% - sugerindo a cura completa. 

Durante o desenvolvimento inicial de APE, o programa normal de diferencia 9 ao de certas 
celulas hematopoieticas e bloqueado pelas afoes da proteina de fusao chamada de PML- 
RAR, que resulta de uma transloca^ao cromossomal 15; 17 observada nas celulas leucemicas 
de quase todos pacientes APE (Figura 16.6B). Essa proteina bibrida e composta pela proteina 
PML (leucemia promielocitica), de fun^ao normal desconhecida, fusionada a proteina recep- 
tora de acido retinoico nuclear (RAR). A ultima, imediatamente depois da liga^ao ao seu 
ligante de acido retinoico, e normalmente capaz de induzir a expressao de genes que progra- 
mam a diferencia^ao celular em uma variedade de tipos celulares por todo o corpo. 

De fato, o mecanismo precise pelo qual a proteina PML-RAR previne a diferencia^ao das 
celulas leucemicas promielociticas nao esta claro. Uma possibilidade atrativa e que a proteina 
de fusao PML-RAR encontrada nas celulas leucemicas interfere com os poderes de indu^ao 
de diferencia^ao dos receptores normais de acido retinoico (RAR) em cdulas da medula 
ossea, causando assim o acumulo de grandes quantidades dessas celulas em um estado seme- 
Ihante as celulas-tronco. (Enquanto RAR ativada pelo ligante age para induzir a expressao de 
certos genes-alvo associados a diferencia 9 ao de celulas hematopoieticas precursoras, a protei¬ 
na de fusao PML-RAR pode agir como uma repressora ou, no minimo, como antagonista de 
RAR.) Grande parte do efeito terapeutico do tratamento com acido retinoico completamen¬ 
te trans parece derivar da sua capacidade de induzir ubiquitila^ao e degrada^ao mediada por 
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proteassoma da protei'na de fusao PML-RAR, resultando no aliVio do bloqueio para a dife- 
rencia^ao. 


Um mecanismo similar provavelmente explica o sucesso da terapia usando 13-cw-acido retinoico 
(13cRA; Figura 16.6C), relacionado quimicamente a vitamina A e ao acido rednoico completa- 
mente trans descrito anteriormente. Ele tern sido usado com muito sucesso por causar a regressao 
de lesoes pre-malignas na boca e na garganta, prevenindo e atrasando, dessa forma, a sua progres- 
sao para canceres de cabe^a e pesco^o. De forma interessante, a perda da expressao de RARP e 
freqiientemente observada nesses crescimentos pre-malignos, assim como em uma variedade de 
outros carcinomas humanos, ostensivamente porque ele ajuda as celulas nessas varias lesoes a 
prevenir a entrada em um estado pos-mitotico diferenciado. Alem disso, a redu^ao da expressao 
do receptor de RARP em camundongos, conseguida pelo uso de um transgene anti-senso, resulta 
na forma^ao de um grande numero de carcinomas de pulmao pelos 18 meses de idade, fornecen- 
do um suporte adicional para a ideia de que a evasao da diferencia^ao induzida pelo acido retinoi¬ 
co serve como um mecanismo importante de patogmese do carcinoma. 

Alem desses dois exemplos impressionantes, estrategias que induzem a diferencia^ao tern 
tido sucesso limitado no tratamento de canceres estabelecidos. Por essa razao, varias terapias 
para os canceres que estao em desenvolvimento sao direcionadas para a ativa^ao de sinais 
pro-apoptoticos dentro das celulas do cancer. Ao primeiro olhar, os esfor^os para despertar a 
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Figura 16.6 Diferenoiagao induzida das oeiuias da ieucemia 
promieiocitica aguda (A) Na Ieucemia promielocitica aguda (APL), o 
grande numero de promieibcitos que carregam varies granules no seu 
citoplasma estao aparentes na circulagao {esquerda). Entretanto, depois 
do tratamento com acido retinoico completamente trans (ATRA), esses 
promieibcitos imaturos desaparecem e sao substituidos por mieibcitos 
diferenciados, especificamente os neutrbfilos polimorfonucleares (PMN) 
{direita). (B) Em 99% dos casos de APL, uma translocagao envolvendo os 


Cromossomos 17 e 11 resulta na fusao do gene que codifica para o 
receptor de acido retinbico (RAR) com o gene para a Ieucemia 
promielocftica (PML). Uma vez formada, a protefna de fusao resultante 
parece bloquear a diferenciagao de promieibcitos acionada por RAR. (C) 
0 13-c/s-acido retinbico tern sido usado por causar a regressao dos 
precursores pre-malignos dos carcinomas de cabega e pescogo. (A, 
cortesia de RP Pandolfi; B, adaptada a partir de S. Kalantry, L. Delva, 
M. Gaboli et al., J. Cell Physiol. 173:288-296, 1997.) 
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resposta apoptotica nas celulas do cancer pode parecer representar uma tarefa fiitil, uma vez 
que lemos anteriormente sobre o numero de caminhos pelos quais as celulas do cancer desa- 
tivam a sua maquinaria apoptotica (Se^ao 9.15). Mas a complexidade e a redundancia fun- 
cionais do circuito apoptotico ditam que, quase inevitavelmente, componentes importantes 
desse circuito permanecem intactos mesmo nos tumores mais agressivos. Sao esses compo¬ 
nentes, ainda funcionais, que podem ser alvos de ativa^ao, direta ou indireta, para eliminar 
celulas tumorais do organismo de pacientes com cancer. Estamos apenas come^ando a apren- 
der como predizer a suscetibilidade dos tumores a certas terapias indutoras de apoptose. 

Varias das estrategias terapeuticas em desenvolvimento sao planejadas para matar as celulas 
cancerosas privando-as dos sinais antiapoptoticos que as sustentam. Como lemos no Capi'tu¬ 
lo 9, as celulas cancerosas freqiientemente dependem da sinaliza 9 ao de fatores de crescimento 
hiperativos para gerar sinais antiapoptoticos intracelulares (p. ex., aqueles liberados por Akt/ 
PKB) que suprimem as a 96 es do circuito pro-apoptotico. Terapias efetivas para o cancer 
poderiam ser planejadas para interferir nessas sinaliza^oes em uma ou outra etapa das casca- 
tas de sinaliza^ao upstream que regulam a atividade Akt/PKB. 

Um grupo alternativo de estrategias terapeuticas toma vantagem da vulnerabilidade que as 
celulas do cancer tern uma vez que elas descartaram controles de ponto de checagem cn'ticos 
que funcionam durante o ciclo normal da celula. Por exemplo, algumas celulas cancerosas 
nao tern o controle do ponto de cbecagem que normalmente bloqueia a entrada na mitose 
(fase M) a partir da fase Gj enquanto danos significativos no DNA genomico ou nos cromos- 
somos nao tiverem sido reparados. Conseqiientemente, o tecido tumoral pode ser tratado 
pela imposi^ao de danos genomicos por quimioterapicos ou radia^ao. Enquanto celulas nor¬ 
mals se atrasarao e repararao esses danos antes de avan^ar para a fase M, as celulas cancerosas 
podem ignora-los e, como conseqiiencia, proceder para a mitose, em que podem entrar em 
uma “catastrofe mitotica” que amea^a a sua viabilidade contfnua quando, mais tarde, na fase 
M, elas tentam segregar sens cromossomos ainda danificados (Figura 16.7). Esse dano pode 
ser tao devastador que consegue acionar as respostas apoptoticas residuals que tais celulas 
possuem. Na verdade, varios dos terapeuticos contra o cancer usados tradicionalmente sao 
suspeitos de tomar vantagem desses defeitos no controle dos pontos de checagem para des- 
truir as celulas cancerosas, mas uma evidencia solida para sustentar esse ponto ainda nao esta 
em maos. Entretanto, na discussao que segue, daremos enfoque aos agentes que tern como 
alvo protemas cn'ticas em vez do genoma de celulas cancerosas. 


16.3 Considera^oes funcionais ditam que apenas um subgrupo 
de protefnas defectivas nas cdulas cancerosas e alvo atrativo 
para o desenvolvimento de drogas 

Pesquisadores interessados em desenvolver novas drogas anticancer altamente especi'ficas que 
sao direcionadas para tratar certos tipos de cancer sao confrontados pelo fato de que, com 
raras exce^oes, as drogas - normalmente compostos organicos de baixo peso molecular — 


Figura 16.7 Quimioterapia e catastrofe mitotica Varias drogas 
quimioterapeuticas podem danificar os cromossomos das ceiuias do cancer. 
Como as ceiuias cancerosas nao possuem os controies do ponto de checagem 
Gj/M, eias podem avangar para a mitose sem ter reparado o dano 
cromossomai. Isso pode ieva-ias a entrar em “catastrofe mitdtica”, que resulta em 
aneupioidia, poiiploidia, formagao de micronucieos e, por fim, morte dessas 
celulas. Vistos aqui estao os efeitos de baixas doses (50 ng/mL) de doxorrubicina, 
uma droga quimioterapica amplamente utilizada, nas celulas Fluh-7 de hepatoma 
humano. Durante um periodo de nove dias, o nucleo dessas celulas aumentou 
ou diminuiu, e varios finalmente se fragmentaram em micronucieos, cada qual 
carregando um pequeno numero de cromossomos; isso finalmente leva a 
morte celular, com frequencia por apoptose. (A partir de YW. Eom, M.A. Kim, 
S.S. Park et al., Oncogene 24: 4765-4777, 2005.) 
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inibem fun^oes bioqufmicas em vez de estimula-las. Esse simples fato reduz de forma drasti- 
ca as op^oes para o desenvolvimento de drogas anticancer. 

Como vimos no Capi'tulo 7, os produtos proteicos dos genes de supressao de tumores — os 
gatekeepers — contribuem para o desenvolvimento do cancer pela sua ausencia, e esfor^os para 
desenvolver compostos de baixo peso molecular para substituir ou replicar essas fun^oes 
perdidas sao implausiVeis atualmente e podem permanecer assim para sempre. Os poucos 
sucessos representam relativamente uma minoria de vitorias. For exemplo, certos compostos 
podem restaurar algumas fun^oes de p53 mudando formas mutantes da protema p53 de suas 
configura 96 es estereoqui'micas funcionalmente defectivas de volta para a configura^ao do 
tipo selvagem. 

Exatamente os mesmos argumentos se aplicam as proteinas responsaveis pela manuten^ao do 
genoma da celula - as caretakers (Capftulo 12). Mais uma vez, suas fun^oes, freqiientemente 
perdidas pelas celulas cancerosas, nao podem ser restauradas nem mesmo pelas moleculas 
mais complexas de drogas. E mesmo se fossem, pouca utilidade derivaria desse sucesso. De- 
pois de tudo, se a progressao dos tumores fosse orientada pelo reparo defectivo do DNA e 
pelo acumulo resultante de alelos mutantes, a restaura^ao da fun^ao de reparaq;ao perdida 
nao teria efeito sobre varias seqtiencias mutantes que ja teriam se acumulado no genoma de 
uma celula cancerosa. 

Uma vez que gatekeepers e caretakers sao desconsiderados, essa logica deixa as oncoprotei'nas - 
formas hiperativas de crescimento celular normal ou proteinas promotoras da sobrevivencia 
— como os alvos mais atrativos para o desenvolvimento de terapias anticancer. Essas sao 
moleculas que, em principio, podem ser inibidas por drogas, resultando na redu^ao da sua 
atividade e, com sorte, no colapso do programa de crescimento neoplasico. Na verdade, as 
proteinas de transdu^ao de sinal imediatamente downstream as oncoproteinas hiperativas 
tambem sao alvos atrativos, uma vez que a maioria destas tambem e executora positiva im- 
portante da sinaliza^ao (veja, por exemplo, a Figura 16.8). 

Certas considera 96 es geneticas podem restringir mais adiante o espectro de moleculas que sao 
alvos atrativos para o desenvolvimento de drogas antitumorais. Anteriormente, aprendemos que, 
na medida em que a progressao do cancer continua, a popula^ao de celulas adquire uma sucessao 
de altera^oes geneticas e, desta forma, bioquimicas, que fmalmente as levam para o estado de 
crescimento neoplasico (Capitulo 11). Esse cenario levanta uma questao provocante: as altera 96 es 
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Figura 16.8 Inibigao do crescimento 
tumoral tendo como alvo elementos 
sinalizadores downstream Como indicado 
neste diagrama, a sinaiizagao a partir de 
receptores como EGF (FIERI) e FIER2/Neu 
pode ser bioqueada de varias maneiras. Os 
ectodominios dos receptores podem ser 
alvos de anticorpos monoclonais, como a 
Flerceptina. Alem disso, os dominios 
emissores de sinal da tirosina cinase 
desses receptores podem ser alvo de uma 
variedade de compostos de baixo peso 
molecular. Entretanto, alem disso, varias 
drogas foram desenvolvidas, as quais tern 
como alvo proteinas que funcionam como 
componentes das vias de sinaiizagao 
downstream, incluindo aquelas que inibem 
Ras (pela inibigao da sua maturagao pos- 
traducional envolvendo farnesilagao), assim 
como Rat e MEK (pela inibigao das suas 
fungoes cataliticas serina/treonina cinase) e 
mTOR (pela inibigao da formagao de 
complexes de sinaiizagao funcional entre 
mTOR e proteinas parceiras associadas). 
(Cortesia de J. Baselga.) 
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Figura 16.9 Progressao do cancer 
pancreatico Lima questao-chave na 
identificagao de alvos para intervengao 
terapeutica e se as alteragoes geneticas e 
proteinas mutantes que surgem em urn tumor 
de progressao em multiplas etapas 
continuam a ser necessarias muito mais 
tarde, quando urn tumor totalmente 
estabelecido aparece. Por exempio, uma 
serie de entidades histologicas chamadas de 
PanINs (neoplasias pancreaticas intra- 
epiteliais) foram definidas como estagios 
discretes na progressao inicial de tumores 
pancreaticos. Em PanIN-A, o oncogene K- 
ras e frequentemente encontrado em urn 
estado mutante ativado, fazendo surgir a 
questao de se a sua atividade continuada e 
necessaria muito mais tarde, quando os 
carcinomas pancreaticos invasivos e 
metastaticos {nao-mostrados) finalmente 
surgem. (A partir de R.E. Wilentz, C.A. 
lacobuzio-Donahue, R Argani et al., Cancer 
Res. 60:2002-2006, 2000.) 



_II_^1_II_ 

normal PanIN-IA PanIN-IB PanlN-2 

— HER2/Neu —► - pi 6 - 1 

K-ras 


PanlN-3 

- p53 — 
DPC4 
BRCA2 


que sao responsaveis pelas etapas primdrias da progressao, de multiplas etapas, dos tumores conti¬ 
nuam a exercer papeis cn'ticos muito mais tarde, quando a explosao maxima do fenotipo maligno 
foi finalmente adquirida? Por exempio, se a etapa inicial no desenvolvimento de um tumor envol- 
veu a formagao de um oncogene ras, entao as agoes conti'nuas desse oncogene ainda sao necessa¬ 
rias, mais tarde, para as celulas descendentes altamente malignas? Ou algumas das alteragoes que 
ocorrem mais tarde durante a progressao do tumor tornam os servigos contmuos de uma onco- 
proteina Ras desnecessarios? 


Tome o caso dos carcinomas pancreaticos, nos quais o oncogene K-rar e encontrado na gran¬ 
de maioria dos tumores (-90%). A aquisigao desse oncogene ocorre relativamente cedo na 
progressao do tumor, uma vez que os oncogenes K-rar mutantes sao frequentemente encon- 
trados nas neoplasias pancreaticas intra-epiteliais (PanINs; Figura 16.9), os precursores be- 
nignos dos carcinomas puros. Algumas das alteragoes subseqiientes adquiridas nos, por exem¬ 
pio, genes Smad4IDPC4 etornam a oncoprotema K-Ras4B superflua? Se positivo, 
drogas projetadas para bloquear a sinalizagao de K-Ras nunca se mostrarao liteis para tratar 
essa classe de canceres. 

Podemos obter algum estimulo a partir de alguns modelos em camundongos para o desen¬ 
volvimento do cancer (Tabela 16.1). O oncogene responsavel por iniciar a progressao de 
tumores nesses camundongos transgenicos pode ser desligado experimentalmente varias se- 
manas mais tarde nos tumores que finalmente se formam. Tais experimentos tern explorado 
o oncogene W-ras para criar melanomas, o oncogene K-wi para induzir adenocarcinomas de 
pulmao, o oncogene bcr-abl para criar leucemias e o oncogene myc para produzir tumores de 
celulas das ilhotas do pancreas, assim como leucemias e linfomas. Em todos esses casos, as 


Tabela 16.1 Efeitos do desligamento da expressao de um transgene oncogenioo iniciador em um 
camundongo com tendenoia a tumor‘s 


Oncogene transgenioo 

Resposta dos tumores 

Regressao permanente apos o desligamento do transgene I 

Fl-ras 

colapso do melanoma 

K-ras 

regressao do adenocarcinoma de pulmao 

bcr-abl 

regressao da leucemia de celulas B 

myc 

regressao do linfoma de celulas T e leucemia mielogenosa aguda 

fgf-7 

regressao da hiperplasia de epitelio de pulmao 

SV40 large T 

hiperplasia de glandula salivar regrediu quando o transgene 
expressou < 4 meses 

Persistenoia ou recidiva apos o desligamento do transgene 

SV40 large T 

houve recidiva da hiperplasia de glandula salivar quando o 
transgene expressou > 4 meses 

neu 

recidiva do adenocarcinoma de mama 

myc 

persistencia do adenocarcinoma de mama 

wnt 

persistencia do adenocarcinoma de mama 


“ Adaptada, em parte, a partir de D.W. Felsher, Curr. Opin. Genet. Dev. 14:37-42, 2004. 
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celulas tumorais que surgem continuam a ser dependentes dos oncogenes iniciadores, como 
indicado pela regressao desses tumores, uma vez que a expressao dos oncogenes iniciadores e 
desligada. O comportamento de certas celulas tumorais humanas tambem indica as contri- 
bui^oes conrinuas de elementos geneticos iniciadores (veja, por exemplo, a Barra lateral 16.1). 

Entretanto, experimentos com uma outra linhagem de camundongo, que carrega um onco¬ 
gene myc transgenico, geraram um resultado igualmente dramatico, mas bastante diferente: o 
desligamento da expressao de myc primeiro causou a regressao dos linfomas induzidos por 
transgene, mas houve recidiva dos tumores em cerca de 20 % desses camundongos; as celulas 
dos linfomas recidivantes invariavelmente mostraram altera^oes adicionais no cariotipo alem 
daquelas que estavam presences nos primeiros tumores formados. Isso sugere que o transgene 
myc, alem de acionar inicialmente a forma^ao do linfoma, encoraja a formaq:ao de altera^oes 
geneticas nas celulas tumorais que tornam suas a 96 es contmuas desnecessarias mais tarde. 
Observa 96 es como essas claramente complicam ter como alvo certas oncoprotei'nas iniciado- 
ras de tumor para a inativa^ao por drogas anticancer, uma vez que essas protemas podem nao 
estar mais tendo um papel cn'tico, anos mais tarde, na manuten 9 ao da viabilidade e do cres- 
cimento de celulas tumorais. 


16.4 A bioqufmica de protemas tambem determina se elas sao 
alvos atrativos para interven^ao 

As sutilezas bioqui'micas das protemas que foram escolhidas como alvos atrativos para inter- 
ven^ao por drogas complicaram os esfor^os, mais adiante, para desenvolver novas drogas 
anticancer. Essas drogas sao, quase invariavelmente, compostos organicos de baixo peso mo¬ 
lecular, uma vez que, em geral, ( 1 ) tais moleculas sao sintetizadas muito mais facilmente do 
que moleculas de peso molecular mais alto; e ( 2 ) moleculas pequenas provavelmente pene- 
tram mais nos intersdcios de um tumor, exercendo, dessa forma, efeitos terapeuticos em 
todas as suas celulas componentes. 

Moleculas-alvo, por seu lado, devem ter domfnios dentro das suas estruturas que sao capazes 
de interafoes fortes e especlficas com moleculas pequenas de drogas. Qui'micos farmaceuti- 
cos que tern a inten^ao de mandar drogas para dentro de celulas cancerosas para atacar alvos 
especiTicos colocam esses alvos moleculares em potencial (p. ex., oncoprotei'nas) em duas 
categorias principals — aqueles que sao promissores para o desenvolvimento de drogas e 
aqueles que nao sao. “Potencial para o desenvolvimento de drogas” implica que a molecula- 
alvo tern uma estrutura que indica que ela deva ser vulneravel ao ataque e inibi 9 ao por com¬ 
postos de baixo peso molecular. Dadas essas e outras restri^oes, moleculas-alvo sao sempre 
protemas de varios tipos. 

Uma protei'na e considerada promissora para o desenvolvimento de drogas se ela carrega uma 
fun 9 ao enzimatica reconbecfvel, assim como uma fenda catab'tica bem-defmida que ela usa 
para realizar essa fun 9 ao. Essas fendas sao atrativas para os que desenvolvem drogas, porque 
elas normalmente representam cavidades relativamente pequenas que podem ligar pequenas 
moleculas organicas de maneira altamente espedfica. Por isso, tais cavidades com freqtiencia 
tornam possi'vel que um composto de baixo peso molecular forme ligafoes nao-covalentes 
simultaneamente com miiltiplos resi'duos de aminoacidos que revestem suas paredes (Figura 
16.10). Tais contatos miiltiplos independentes permitem que uma molecula da droga se ligue 
a protema-alvo com grande especificidade e avidez. Igualmente importante, tal liga^ao tern 
uma alta probabilidade de perturbar a fun^ao da protei'na, uma vez que a molecula da droga 
ocupa um dommio funcionalmente cn'tico da protei'na. 

Protemas que nao tern essas fendas catali'ticas sao freqiientemente descartadas por serem “nao- 
promissoras para o desenvolvimento de drogas”. Acredita-se muito que fatores de transcri^ao, por 
exemplo, nao sejam (justa ou injustamente) promissores para o desenvolvimento de drogas, por¬ 
que em geral eles nao tern fendas catali'ticas e, portanto, os tao procurados bolsoes de liga^ao a 
droga. Essas considera^oes colocam os fatores transcri^ao de oncoprotei'nas, como Myc e Eos, na 
categoria dos alvos nao-promissores para o desenvolvimento de drogas e, ao mesmo tempo, per- 


Barra lateral 16.1 Celulas HeLa forne- 
cem o exemplo mais dramatico da im- 
portancia progressiva das lesoes geneti¬ 
cas iniciadoras Discutivelmente, o exem¬ 
plo mais extremo da influencia conu'nua 
de lesoes geneticas iniciadoras e forneci- 
do pelo comportamento das celulas da 
linhagem celular do cancer cervical hu- 
mano de HeLa. Lembre que essas celu¬ 
las derivaram, em 1951, de um carcino¬ 
ma cervical altamente agressivo e, como 
quase todos (> 99,7%) os carcinomas 
cervicais, o im'cio desse tumor e rastrea- 
vel para uma infec^ao por papilomavf- 
rus humano (HPV) - nesse caso, HPV 
tipo 18 e suas duas oncoprotei'nas codi- 
ficadas, E6 e E7. Cinqiienta anos mais 
tarde, tempo durante o qual celulas HeLa 
em cultura passaram por varios milha- 
res de ciclos de crescimento e divisao, 
estrategias geneticas foram usadas para 
desligar os oncogenes HPV18, sendo ex- 
pressos nessas celulas. O desligamento 
da expressao de E7 levou a reativa 9 ao da 
fun^ao pRb e a senescencia celular, en- 
quanto o desligamento de E6 levou ao 
reaparecimento de p53 e subseqiiente se¬ 
nescencia ou apoptose nessas celulas. 
Portanto, nesse caso, a altera 9 ao geneti- 
ca de im'cio (aquisi^ao de um genoma 
de HPV) continuou a ser absolutamen- 
te essencial para a manuten^ao da proli- 
fera^ao das celulas cancerosas e para a 
viabilidade de milhares de gera^oes ce- 
lulares mais tarde. 
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Figura 16.10 Multiplos contatos entre 
drogas e seus alvos (A) A estrutura quimica 
de Gleevec, que foi desenvolvida para inibir 
a atividade de tirosina cinase da proteina 
de fusao ativa Bcr-AbI na leucemia 
mielogenosa cronica (CML), foi o resultado 
da otimizagao da estrutura de urn 
componente precursor no qual certas 
cadeias laterias foram adicionadas, 
enquanto outras foram removidas, com o 
objetivo de melhorar a ligagao de drogas a 
fenda catalitica do dominio tirosina cinase 
de Abl. (B) A fenda catalitica da cinase Abl 
e encontrada entre os lobos N e C 
terminais, mostrados aqui como estruturas 
em fita verdes. Urn modelo espago 
preenchido (com raios de van der Waals) 
de uma molecula Gleevec esta mostrado 
em azul-escuro, enquanto a "alga de 
ativagao" de Abl, que normalmente 
bloquela o acesso da fenda catalitica aos 
substrates, esta mostrada em azul-claro. 
(Essa alga de ativagao sal do caminho 
quando a cinase muda para sua 
configuragao ativa.) (C) A associagao avida 
e especifica de Gleevec (magenta) com a 
fenda catalitica de Abl depende da 
formagao de multiplas pontes de 
hidrogenio (Hnhas vermelhas tracejadas), 
assim como de interagoes van der Waals 
mais fracas (nao-mostrado). Essas ligagoes 
aumentam a afinidade de ligagao da droga 
pela proteina; ao mesmo tempo, elas 
explicam a especificidade da associagao, 
uma vez que os varios pares de protons 
doadores e aceptores, que participam 
como parceiros na formagao de pontes de 
hidrogenio, devem estar precisamente 
posicionados no espago tridimensional. (A 
e B, a partir de B. Nagar, W.G. Bornmann, R 
Pellicena et al., Cancer Res. 62:4236-4243, 
2002; C, cortesia de E. Buchdunger, S.W. 
Cowan-Jacob, G. Fendrich, J. Liebetanz, D. 
Fabbro and RW. Manley. Novartis 
Rharmaceuticals.) 
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mitem que varias cinases envolvidas na formagao do cancer sejam colocadas no campo das mole- 
culas-alvo promissoras para o desenvolvimento de drogas. (As maiores excegoes com relagao a falta 
de potencial para o desenvolvimento de drogas dos fatores de transcrigao sao criadas pelos recep- 
tores dos hormonios nucleares, como os receptores de estrogenio e progesterona. Como tern 
domi'nios de ligagao a hormonios, essas protemas receptoras sao, em princlpio, vulneraveis a inter- 
rupgao por pseudoligantes, como tamoxifeno, que se liga e antagoniza certas fungoes do receptor 
de estrogenio.) Em media, qui'micos farmaceuticos sentenciam cerca de 1 em 5 protemas celulares 
para serem promissoras para o desenvolvimento de drogas. 
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A presenga de uma fungao catalitica identificavel e o aparente potencial para desenvolvimen¬ 
to de drogas nao garante, por si so, que um alvo atrativo tenha sido identificado. Considere, 
por exemplo, o caso da oncoproteina Ras, que tern uma atividade catalitica claramente iden¬ 
tificavel - sua fungao de GTPase. Essa atividade enzimatica nas cdulas que expressam Ras 
nunca foi objeto do desenvolvimento de drogas, porque a GTPase de Ras, como aprendemos 
na Segao 5.9, funciona como um regulador negativo da sinalizagao de Ras. A sua inibigao 
apenas aumentaria os efeitos ja desastrosos da substituigao de aminoacidos que criaram as 
oncoproteinas Ras pela primeira vez. O mesmo pode ser dito de algumas tirosina fosfatases, 
cujos papeis designados sao para reverter os efeitos promo tores do crescimento das tirosina 
cinases. Em resposta a dificuldade de atacar a propria proteina Ras, uma variedade de estra- 
tegias para o desenvolvimento de drogas deu enfoque, entao, as enzimas que modificam esta 
proteina e assim permitem que se tome funcional. 


A nogao de que cavidades moleculares fornecem um alvo atrativo para o desenvolvimento de 
drogas tambem pode sugerir que varios tipos de interagoes proteina-proteina representam 
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alvos promissores para o desenvolvimento de drogas. Depois de tudo, o espa^o confmado 
entre duas protemas fisicamente justapostas poderia parecer criar um bolsao de liga^ao a 
droga, altamente espedfico, e a inser^ao de uma droga em uma cavidade como essa poderia 
desestabilizar ou bloquear a intera^ao protei'na-protema. Candidates obvios para tal inibi^ao 
sao os varies tipos de pares ciclina-Cdk, cujas a^oes direcionam a prolifera^ao de todas as 
celulas do cancer (Capi'tulo 8 ). 

Infelizmente, a maioria dos esfor^os para prevenir essas ou outras associa^oes protei'na-pro- 
tefna por meio de moleculas de drogas sob medida nao tern tido sucesso. As inumeras falhas 
tern side racionalizadas como segue: a associa^ao de duas protei'nas uma com a outra envolve 
multiples pontos de liga^ao entre as suas faces que interagem. Esses pontos de contato se 
estendem sobre os dommios moleculares que excedem muito as dimensoes de moleculas de 
drogas, que tipicamente tern, de preferencia, um baixo peso molecular (p. ex., < 10^). Como 
conseqiiencia, apenas uma pequena fra^ao dos pontos de contato entre duas protei'nas que se 
associam pode ser bloqueada por qualquer uma dessas drogas, e a associa^ao como um todo 
permanece essencialmente nao-perturbavel. 

Uma exce 9 ao para esse conhecimento amplamente aceita foi anunciada no final de 2003, 
quando um composto de baixo peso molecular que inibe a forma^ao do complexo Mdm2- 
p53 (Se^ao 9.7) foi descrito (Figura 16.1 lA). Esse desenvolvimento significa que, em princi- 
pio, a ausencia da protema p53 observada em varies tipos de tumores humanos - freqiiente- 
mente resultando na perda da expressao de pld'^’^ ou na superexpressao de Mdm2 — pode 
ser revertida pelo tratamento com drogas. 

Dentro de meses, mais quebradores de regras foram reportados. Foi observado que compos- 
tos que ocorrem naturalmente, isolados dos chas verde e preto, bloqueiam a liga^ao e a neu- 
traliza^ao de protemas BH3 pro-apoptoticas pelas protei'nas antiapoptoticas Bcl-2 e Bcl-X^^, 
realizando isso a concentra 96 es relativamente baixas (Figura 16.1 IB). Foi observado tambem 
que um composto, ICG-001, identificado por triagem em larga escala (HTS), era capaz de 
inibir a associa^ao de P-catenina com CBP (protema ligadora do elemento de resposta a 
AMP ci'clico), um co-ativador transcricional de atua^ao ampla que funciona com a P-cateni¬ 
na para induzir a expressao de genes-chave, incluindo o gene que codifica para survivina (veja 
aTabela 9.5 e a Se^ao 9.13), uma importante protema lAP antiapoptotica (Figura 16.11C), 
assim como a ciclina D1. Um ano mais tarde, um outro inibidor das protemas antiapoptoti¬ 
cas Bcl-2, Bcl-Xj^ e Bcl-w foi anunciado. Esse, tambem produto de qui'mica organica sintetica 
(Figura 16.1 ID), se associa a essas protemas antiapoptoticas com uma afinidade de aproxi- 
madamente 1 nM — com uma avidez, de mais de duas ordens de magnitude, maior do que o 
composto do cha. 

Agentes que funcionam como o inibidor da P-catenina mantem a promessa de serem uteis 
no tratamento de carcinomas de colon. Como vimos, o acumulo desregulado de P-catenina 
tern um papel-chave na patogenese de quase todos esses canceres, resultando na associa^ao 
dessa protema com fatores de transcri^ao Tcf/Lef no niicleo e uma expressao excessiva de 
uma clientela de genes alvo chave, como aqueles que codificam para ciclina Die Myc (Se^ao 
7.11). Uma vez reunido aos genes promotores no niicleo, o complexo P-catenina-Tcf/Lef 
recruta varias protemas adicionais, como o co-ativador transcricional CBP; o ultimo auxilia 
no remodelamento da cromatina em torno de si'tios promotores. A droga ICG-001 inibe a 
associa^ao de P-catenina-Tcf com CBP, resultando na perda de atividade indutora de trans- 
cri^ao por esse complexo. De um modo mais geral, sucessos como os quatro listados certa- 
mente encorajam esfor^os realizados por outros pesquisadores na descoberta de inibidores 
farmacologicos de intera^oes chave entre protemas. 

No entanto, esses sucessos conduzem a uma li^ao maior, de que as cinases estao entre as 
poucas classes de moleculas celulares que sao alvos promissores para o desenvolvimento de 
drogas para terapia anticancer. Como temos visto, varias dessas cinases funcionam como 
oncoprotei'nas que atuam para dirigir a prolifera^ao neoplasica e, ao mesmo tempo, sao enzi- 
mas que possuem fendas catah'ticas bem-definidas. Lembre que pelo menos 518 genes que 
codificam para cinases distintas foram enumerados no genoma humano, dos quais 90 codi- 
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Figura 16.11 Inibidores da interagao entre proteinas (A) Uma busca por compostos que inibem 
a ligagao de l\/ldm2-p53 resultou na descoberta de Nutlin-2, que se associa com o bolsao de 
ligagao a p53, cuja superficie esta mostrada aqui. 0 fundo do bolsao e hidrofobico e, por isso, 
esta em verde, enquanto porgoes ao lado do bolsao que sao hidrofilicas estao em azul. 

Aqueles residues de aminoacidos que estao expostos ao solvente estao em vermelho. 0 
composto Nutlin-2 esta mostrado aqui como uma figura em bastao com atomos de carbono 
(branco), nitrogenio {azul), oxigenio {vermelho) e bromina {marram). Ele compostos intimamente 
relacionados previnem a degradagao de p53 mediada por I\/Idm2 e induzem a apoptose de 
celulas cancerosas, alcangando ambos os efeitos em baixa ordem de concentragao, 
micromolar. (B) Os efeitos saudaveis ditos provenientes do habito de beber chas preto e verde 
tern side atribuldos a muitos dos constituintes das folhas de cha, alguns dos quais induzem 
apoptose nas celulas tumorais em concentragoes muito baixas. Epigalocatequina galato 
(EGCG; figura em bastao) extrafda do cha verde se liga a importante protefna Bcl-X|_ 
antiapoptotica com uma constante inibitoria (/<,■) de 490 nM, e a Bcl-2, a uma /<,■ de 335 nM. (Os 
valores dessas constantes refletem a concentragao na qual 50% da atividade dessas proteinas 
e inibida; valores na ordem submicromolar sao indicativos de alta potencia.) Uma combinagao 
de tres tecnologias - ensaios de ligagao por ressonancia magnetica nuclear (NMR), ensaios de 
polarizagao por fluorescencia e docking computacional - foi utilizada para produzir essa 
imagem, que mostra o docking de EGCG em tres bolsoes hidrofobicos adjacentes de Bcl-X|_ 
{amarelo e verde), cujas superficies moleculares estao mostradas aqui e marcadas como PI, 

P2 e P3. Esses bolsoes, juntos, constituem urn dominio hidrofobico que Bcl-X|_, que e 
superexpresso em varies celulas cancerosas, utiliza para ligar e neutralizar proteinas BH3-on/y 
pro-apoptoticas (veja as Figures 9.25 e 9.27). (C) A pequena molecule ICG-001 {esquerda) 
inibe a associagao do complexo |3-catenina-Tcf/Lef com o co-ativador transcricional CBP 0 
complexo do fator de transcrigao e responsavel por induzir, entre outros genes, a expressao do 
gene que codifica para survivina, urn inibidor-chave de apoptose (lAP; veja a Segao 9.13). 

Como visto aqui, a expressao de survivina {verde, Imunofluorescencia amarela, ambos no palnel 
esquerdo) que esta normalmente presente nas celulas SW480 do carcinoma humano de colon 
{setas) esta fortemente reduzida pela presenga de ICG-001; tubulina {vermelho) e utilizada em 
ambos os casos como urn controle. A concentragao de ICG-001 usada neste experimento 
causa uma redugao de aproximadamente seis vezes na atividade do promotor do gene da 
survivina {nao-mostrado). (D) Urn composto chamado ABT-737 {primeiro palnel) foi 
desenvolvido, ufilizando uma triagem baseada em ressonancia magnetica nuclear (NMR), 
sintese paralela e desenho baseado na estrutura para visualizar a interagao das estruturas de 
uma proteina pro-apoptotica (Bak) e moleculas candidatas a drogas (composto 1). Assim, a 
helice a da proteina Bak pro-apoptotica {hellce verde, terceiro palneh, veja a Figura 9.25) que se 
liga e inibe a proteina Bcl-X|_ antiapoptotica {superficie vermelha, branca, azul) tambem esta 
ocupada por urn parente quimico proximo de ABT-737, chamado de composto 1 {figura em 
bastao verde, quarto palnel). No segundo painel, observam-se os efeitos de ABT-737 sobre o 
crescimento de urn xenoenxerto de carcinoma humano pulmonar de celulas pequenas (SCLC). 
A barra preta indica a janela de tempo durante a qual ABT-737 foi empregado. Nao parece que 
a droga induz apoptose por si so, mas, em vez disso, torna as celulas cancerosas vulneraveis a 
apoptose induzida por outros agentes. (A, a partir de L.T Vassilev, B.T Vu, B. Graves et al., 
Science 303:844-848, 2004; B, a partir de M. Leone, D. Zhai, S. Sareth et al., Cancer Res. 
63:8118-8121, 2003; C, esquerda, a partir de K.FI. Emami, C. Nguyen, FI. Ma et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 101:12682-12687, 2004; C, direita, a partir de FI. Ma, C. Nguyen, K.S. Lee e M. 
Kahn, Oncogene 24:3619-3631, 2005; D, a partir de T. Oltersdorf, S.W. Elmore, A.R. Shoemaker 
et al.. Nature 435:677-681, 2005.) 


fleam para tirosinas cinases, sendo estas ultimas as principals atuantes em varies tipos de 
cancer humano. 

Para alguns pesquisadores do cancer, essa multiplicidade de alvos de cancer potencialmente 
promissores para o desenvolvimento de drogas representa um embarago de riquezas. Entre- 
tanto, para os qui'micos farmaceuticos, mimeros como esses criam um pesadelo. Como quase 
todas as proteina cinases sao evolutivamente relacionadas umas com as outras (Figuras 16.12 
e 16.13A), as suas fendas cataliticas sao muito similares estruturalmente. A similaridade e ate 
mesmo mais notavel entre as fendas das tirosinas cinases mais intimamente relacionadas 
(Figura 16.13B), que estao envolvidas na patogenese do cancer. Como alguem poderia de- 
senvolver agentes que afetam as agoes de certas cinases associadas ao cancer, enquanto dei- 
xam intocadas as cinases necessarias para a proliferagao normal das celulas e sua sobreviven- 
cia? O desenho racional de drogas e a triagem em larga escala (HTS), ambos descritos ante- 
riormente, tentam enderegar essas questoes. 
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Figura 16.12 (a esquerda) 0 cinoma humano Como ilustrado aqui, a 
grande maioria das proteina cinases das celulas humanas, incluindo 
serina/treonina e tirosina cinases, compartilham similaridades 
estruturais substanciais, indicando que todas elas descendem de uma 
proteina cinase primitiva que existiu muito antes da radiagao das 
formas de vida eucarioticas. As serina/treonina e tirosina cinases 
divergiram urn das outras reiativamente cedo e se diversificaram, alem 
disso, durante os aproximadamente 10® anos passados. 

Ao todo, a sequencia do genoma humano reveia 518 genes 
distintos que codificam para proteinas cinases, que, como grupo, tern 
sido chamados de “cinoma humano". Desses, 90 fosforilam residues 
de tirosina, enquanto o restante fosforila os residues de serina ou 
treonina de proteinas substrate. Todas as tirosina cinases (TKs) e 318 
das serina/treonina cinases mostram uma relagao estruturai clara umas 
com as outras e podem ser arranjadas em uma arvore evolutiva que 
descreve como elas devem ter evoluido de uma para outra por 
repetidas duplicagdes genicas seguidas pela diversificagao. (Dm 
pequeno niiimero de proteinas cinases “atipicas" {nao-mostradas) 



parece representar invengoes evolucionarias independentes.) As 
origens compartilhadas das cinases localizadas nessa arvore ditam que 
varies dessas enzimas sao estruturalmente similares umas com as 
outras, 0 que complica a criagao de drogas que interferem 
seletivamente em apenas poucos membros dessa grande familia de 
enzimas. 

As TKs [esquerda, a cima) representam invengoes evolucionarias 
reiativamente recentes, a medida que elas estao ausentes nos 
procariotos e estao presentes em apenas numeros muito pequenos 
(p. ex., tres) no genoma de protozoarios eucariotos unicelulares 
sequenciados ate agora. A sua grande diversificagao e 
especializagao parece ter sido critica para a evolugao de metazoa 
anatomicamente complexos. Os agrupamentos restantes nessa 
arvore sao TKL, semelhantes a tirosina cinase; STE, homologos de 
leveduras estereis 7, 11 e 20 cinases: CK1, caseina cinase-1; AGC, 
membros da familia das proteina cinases A, cinases G e cinases C; 
CAMK, proteinas cinases dependentes de calcio/calmodulina; e 
CMGC, contendo familias CDK, MARK, GSK-3 e CLK. (Cortesia de 
Cell Signaling Technology, Inc.) 


Figura 16.13 Estruturas similares das cinases (A) A dificuldade 
de produzir urn inibidor especifico de cinase e sugerida pelas 
similaridades surpreendentes na estrutura de uma variedade de 
serina/treonina, assim como de tirosina cinases. Descritos 
como diagramas em fita estao os dominios cinase de cinco 
serina/treonina cinases: CDK2 (veja o Capitulo 8), PKA (proteina 
cinase A ciclica regulada por AMP), Skyl (cinase especifica da 
proteina SR de levedura em brotamento) uma serina cinase de 
levedura envolvida no processamento de RNA do niiicleo, PhK 
(fosforilase cinase envolvida no metabolismo do glicogenio) e 
ERK2 (cinase regulada extracelularmente da cascata de MARK, 
veja a Segao 6.5); assim como quatro dominios tirosina cinase 
(TK); IRK (cinase receptora de insulina), Csk (cinase Sre 
C-terminal; uma tirosina cinase), Abl (veja a Segao 16.11) e Sre 
(veja o Capitulo 5). Em todos os casos, as fendas cataliticas 
dessas cinases estao prensadas entre os dois lobos maiores (N 
e C terminals, acima e abaixo, respectivamente) dessas 
proteinas. (B) Urn exempio extreme das similaridades 
estruturais entre cinases relacionadas esta ilustrado por este 
diagrama de superficie no qual as fendas cataliticas e os 
residues de aminoacidos adjacentes aos dominios de tirosina 
cinase do receptor de insulina (IR; ver o IRK do painel A) e do 
receptor para o fator de crescimento semelhante a insulina 
(IGF-1R) sao comparados. Residues de aminoacidos identicos 
estao em cinza, enquanto os nao-similares estao em verde. Isso 
mostra o quao similar as regioes cataliticas dos dois dominios 
TK sao e explica por que tern sido tao dificil encontrar inibidores 
de urn receptor de tirosina cinase que nao afete o outro. Uma 
treonina no peptideo que liga os dois lobos das cinases esta 
mostrada em amarelo, enquanto figuras em bastao (cor de 
laranja, azul, vermelho, amarelo) de urn analogo de ATP 
(esquerda) e urn substrate oligopeptidico (direita) tambem sao 
mostradas. Quase todas as drogas antagonistas de TK se 
Ilgam aos sitios de ligagao ao ATP das cinases que elas inibem. 
(A, cortesia de N.M. Fiaste, S.S. Taylor and the Protein Kinase 
Resource; B, a partir de S. Favelyukis, J.FI. Till, S.R. Flubbard 
and W.T Miller, Nat Struct Biol. 8:1058-1063, 2001.) 
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Figura 16.14 Tarceva e a inibigao do 
dominio da cinase reoeptora de EGF Este 
modelo de espago preenchido da fenda 
catalitica do dominio tirosina cinase (TK) do 
receptor EGF, obtido por cristalografia de 
raios X, mostra como a droga Tarceva 
{figura em bastao) se encaixa 
confortavelmente dentro da cavidade 
ligadora de ATP da fenda e, assim, inibe a 
sinalizagao pelo receptor. A 
compiementaridade tridimensional entre 
droga e proteina-alvo e necessaria para a 
ligagao da droga, mas nao e suficiente, 
uma vez que a ligagao especifica, 
amplamente alcangada pela formagao de 
pontes de hidrogenio {nao-mostradas), 
deve ocorrer entre a molecula de droga e 
os aminoacidos que revestem o bolsao de 
ligagao da droga (veja, por exempio, a 
Figura 16.IOC). Uma molecula de agua (no 
fundo, abaixo) que esta ligada por 
hidrogenio a molecula de Tarceva tambem 
esta mostrada. (Cortesia de C. Sambrook- 
Smith and A. Castelanho, OSI 
Pharmaceuticals Inc.; ver tambem J. 
Stamos, M.X. Sliwkowski and C. Eigenbrot, 
J. Biol. Chem. 277: 46265-46272, 2002.) 
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16.5 Qufmicos farmaceuticos podem gerar e explorar as 

propriedades bioquimicas de um ample arranjo de drogas 
em potencial 

A ideologia de “desenho racional de drogas”, como e freqiientemente chamada, adota as 
nogoes que (1) as drogas deveriam ter como alvo protemas especi'ficas que sabidamente tern 
um mal funcionamento dentro das celulas, contribuindo, assim, para um estado de doenga; 
(2) a candidatura dessas protemas, como alvos atrativos para intervengao terapeutica, deveria 
ser tambem determinada pelo seu potencial para o desenvolvimento de drogas predito; e (3) 
as estruturas moleculares detalhadas de tais protemas-alvo deveriam informar o desenho das 
estruturas qm'micas das drogas que serao desenvolvidas. Mais especificamente, devem ser 
sintetizadas especies qui'micas cujas estruturas tridimensionais detalhadas (i. e., cuja estereo- 
quimied) permitam que elas se encaixem, de um modo chave-fechadura, em bolsoes especifi- 
cos ou sftios dentro das protemas muito maiores do que aquelas que serao supostamente 
atacadas ou desativadas (veja, por exempio, a Figura 16.14). 

Em princi'pio, o conhecimento da estrutura detalhada de uma cavidade potencial que se liga 
a drogas em uma protei'na-alvo deveria permitir que um qui'mico organico perito desenhasse 
e sintetizasse uma molecula que se encaixe de forma confortavel dentro dessa cavidade e 
forme miiltiplas ligagoes nao-covalentes com os aminoacidos que revestem as suas paredes. 
Entretanto, essa rota puramente teorica para o desenho de uma nova estrutura de droga nao 
gerou, na pratica, varies produtos liteis. Por essa razao, a atual descoberta de drogas depende 
de modes mais empiricos de encontrar estruturas moleculares liteis. 

O maior desafio com relagao ao desenvolvimento de drogas anticancer e predizer as respostas 
clinicas (i. e., paciente) a partir da pesquisa pre-cUnica conduzida na bancada do laboratorio e 
em animais. Imagine, por exempio, que a triagem em larga escala tenha gerado uma molecula 
de droga que inibe a atividade de uma proteina-alvo em celulas vivas, fazendo isso a concen- 
tragoes micromolares de 10 ou 100 (i. e., concentragoes nessa faixa sao necessarias para inibir 
50% da atividade da proteina-alvo). O desenvolvimento adicional dessa droga em particular 
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se torna irreal, dada a quantidade massiva desse agente que precisaria ser liberada para dentro 
do organismo do paciente com o objedvo de obter um efeito terapeutico. As propriedades 
qui'micas dessas especies moleculares podem ou nao permitir a derivatizagao (a si'ntese de 
derivados modificados desse composto) que gera uma molecula com uma potencia na faixa 
de concentra^ao nanomolar. 

Os testes pre-clmicos que seguem envolvem medidas dos efeitos relativos das drogas sobre o 
seu alvo pretendido comparadas com seus efeitos nao-especi'ficos sobre outras protemas si- 
milares na celula. O objetivo e determinar se a droga atua seletivamente inibindo a protema- 
alvo em concentra^oes de droga que estao substancialmente abaixo (10 a 100 vezes) daquelas 
que afetam outras protemas similares na celula (Figura 16.15). (Na verdade, dadas as 20 mil 
ou mais estruturas de protei'nas distintas presentes nas celulas de mami'feros, essas medidas 
nao evitam possiVeis efeitos sobre protemas nao-relacionadas estruturalmente que poderiam, 
por casualidade, ser afetadas por um agente em desenvolvimento.) 

No caso dos inibidores de tirosina cinase, que sao atualmente o foco de muitos desenvolvi- 
mentos de drogas, esfor^os na identificafao de todas as cinases que poderiam ser afetadas por 
uma droga tern, ate recentemente, envolvido ensaios com apenas uma pequena propor 9 ao de 
um amplo grupo de protei'nas cinases sabidamente presentes nas celulas humanas. Como 
conseqiiencia, certos efeitos nao-especfficos provavelmente enganaram os desenvolvedores 
de drogas. Isso come^ou a mudar com o evento da triagem mais sistematica de uma por^ao 
muito mais ampla de cinases que poderiam ser afetadas por esses inibidores. 


Por exemplo, uma empresa de biotecnologia desenvolveu um ensaio (Figura 16.16) para 
medir as afmidades de liga 9 ao de uma droga-teste para 156 diferentes cinases que estao loca- 
lizadas em varias ramifica^oes da arvore cinoma (veja a Figura 16.12). Observou-se que, de 
fato, dois inibidores de receptores EGF - que serao discutidos em maiores detalhes mais 
adiante -, Iressa e Tarceva, se ligam preferencialmente a tirosina cinase de EGF-R, ao passo 
que esta confirmada a capacidade da estaurosporina, a qual se acredita inibir um amplo 
espectro de protemas cinases de todos os tipos, de exibir uma ampla capacidade de liga^ao a 
cinases. (Foi observado que a afinidade de ligagdo de uma droga-teste para uma cinase, como 
medida nesse ensaio, prediz a capacidade dessa droga em inibir a atividade da cinase.) 


Como veremos a seguir, a descoberta de atividades nao-especi'ficas de uma droga, o que e 
possibilitado por triagens como essa, e atualmente litil de duas formas. (1) Ela pode explicar 
a toxicidade de uma droga — efeitos colaterais indesejados de uma droga sobre tecidos dife¬ 
rentes daqueles do tumor-alvo. (2) Ela pode revelar novas aplicafoes clmicas para a droga, 
uma vez que a droga pode vir a inibir uma enzima, como uma cinase, que e ativa em um tipo 
de tumor que nao era alvo durante o desenvolvimento inicial da droga. 
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Figura 16.15 Curvas de dose-resposta do 
Gleevec A capacidade de inibir a proteina- 
alvo sem afetar outras proteinas celulares 
relacionadas e critica para o sucesso da 
terapia, tornando possivel respostas 
terapeuticas sem os efeitos colaterais 
indesejados de toxicidade. Aqui vemos as 
respostas de um grupo de seis enzimas 
tirosina cinase (TK) a droga Gleevec (veja a 
Figura 16.10). Em todos os casos, a 
atividade da cinase das enzimas 
purificadas foi medida. Note que o grafico 
foi construido usando o log da 
concentragao de Gleevec na abscissa, 
enquanto a porcentagem de inibigao da 
atividade catalitica esta inserida 
linearmente na ordenada. Em uma 
concentragao de cerca de 0,1 pM, por volta 
de 50% da atividade da enzima c-AbI foi 
inibida, enquanto uma inibigao comparavel 
da TK c-Fms apenas ocorreu a uma 
concentragao tao alta quanto 4,6 pM. Sob 
essas condigoes, a TK c-Src foi duramente 
inibida. (Cortesia de E. Buchdunger, 
Novartis Pharmaceuticals.) 
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Figura 16.16 Efeitos dos inibidores de cinase sobre um ampio espectro 
de protelnas cinases As respostas individuals a varies inibidores de 
cinases de um arranjo de 156 tirosina e serina/treonina cinases distintas 
foram testadas pela medigao das afinidades de ligagao de cada inibidor 
com cada uma dessas cinases. Este teste depende do fato de que 
quase todos os inibidores de cinases se iigam aos sltios de ligagao ao 
ATP das enzimas-alvo. (A) Um cDNA que codifica para o domlnio 
cinase de uma proteina e clonado em vetor bacteriofago de maneira 
que aigumas protelnas {verde) do capsideo do fago (envelope) sejam 
sintetizadas como protelnas de fusao com a cinase (roxo). Um analogo 
de ATP que sabidamente se liga aos sltios de ligagao a ATP de varies 
cinases (vermelho) e entao imobilizado por uma ligagao a microesferas 
{azul-claro). Isso permite que particulas de fagos se liguem via 
protelnas de fusao nos seus capsideos ao analogo de ATP sobre as 
esferas. 0 ensaio entao mede a capacidade de um componente do 
teste (p. ex., um candidato a inibidor de tirosina cinase, amarelo) para 
competir com o inibidor imobilizado [vermelho), bloqueando assim a 
associagao do fago a esfera. A redugao na ligagao do fago as esferas, 
como revelado por varias particulas de fagos liberadas a partir das 
esferas (usando um ensaio de piaca de fago ou uma reagao em cadeia 
da polimerase para o DNA de fago) entao indica a afinidade de ligagao 
para o composto-teste com a cinase presente na proteina de fusao. 


como representado pela sua constante de dissociagao, k^, isto e, a 
concentragao na qual 50% do fago sao dissociados das esferas. 

Nos paineis restantes, cada cinase que mostrou um menor do que 
IpM esta indicada por um circulo vermelho cujo diametro varia 
inversamente com o (constante de afinidade da ligagao) e cuja 
posigao esta indicada pela localizagao da cinase sobre a arvore cinoma 
(veja a Figura 16.12). Os efeitos de dois inibidores do receptor EGF 
(EGF-R) que ja foram licenciados para uso cllnico, Iressa e Tarceva, sao 
analisados nos paineis (B) e (C), respectivamente. Ambos, de modo 
tranquilizador, mostram maior especificidade para o EGF-R do que para 
as outras 155 cinases testadas. Entretanto, Iressa tambem se liga a 
GAK (cinase associada a ciclina G; veja a Barra lateral 5.3) a uma 
concentragao cerca de 10 vezes maior, enquanto Tarceva afeta GAK a 
uma concentragao ainda mais baixa, apenas mais alta do que a 
necessaria para inibir o prdprio EGF-R. (D) Ao contrario, a 
estaurosporina, um reagente experimental amplamente utilizado 
conhecido por inibir varias cinases, e vista se ligando a um grande 
numero dessas enzimas, aigumas enquanto ele esta presente em 
concentragoes subnanomolares. (A, a partir de J.D. Griffin, Nat. 
Bioteohnol. 23:308-309, 2005; B, C e D, cortesia de RR. Zarrinkar and 
D.J. Lockhart, Ambit Biosciences; ver tambem M.A. Fabian, W.Fi. Biggs 
3rd, D. K. Treiber et al., Nat. Bioteohnol. 23:329-336, 2005.) 
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16.6 Candidates a drogas devem set testados em modelos 
celulares como uma medida inicial da sua utilidade em 
organismos inteiros 

A capacidade demonstrada de uma droga para inibir uma protema-alvo isolada em solu^ao e 
normalmente seguida por testes de seus efeitos sobre celulas em cultura. Tome o caso de 
Gleevec, o composto (veja a Figura 16.10A) encontrado inicialmente por inibir a atividade 
de tirosina cinase da protei'na de fusao isolada Bcr-Abl; sabia-se que essa protema era respon- 
savel por dirigir a prolifera 9 ao e sobrevivencia das celulas cancerosas da leucemia mielogeno- 
sa cronica (CML). Tendo estabelecido seus efeitos sobre a protema Bcr-Abl isolada (veja a 
Figura 16.15), os desenvolvedores de drogas puderam entao prosseguir para o proximo pas- 
so, que envolveu o uso de celulas em cultura cuja prolifera^ao ou sobrevivencia in vitro de- 
pendia de a^oes contmuas dessa protema de fusao. 

A Figura 16.17 mostra um exemplo de tal teste baseado em celulas que foi realizado muito depois 
do Gleevec ter sido desenvolvido. Esse teste usou as celulas de uma linhagem de pre-linfocitos B 
murinos que normalmente depende da presen 9 a de interleucina-3 (IL-3) no seu meio de cultura 
para sua sobrevivencia e prolifera^ao in vitro. Essas celulas poderiam tornar-se independentes de 
IL-3 se uma oncoprotei'na Bcr-Abl fosse expressada ectopicamente nelas. As celulas modificadas 
foram entao cultivadas na ausencia de IL-3 (tornado-as totalmente dependentes do disparo con- 
ti'nuo de Bcr-Abl) e expostas a varias drogas que eram candidatas a antagonistas da oncoprotei'na 
Bcr-Abl; a prolifera^ao e/ou sobrevivencia dessas celulas foi entao medida (Figura 16.17B). 

Testes baseados em celulas, como esse, sao plane] ados para determinar se a droga que esta 
sendo examinada induz apoptose nas celulas tratadas, ou citostase (i. e., uma parada na pro- 
lifera^ao celular), ou nao tern efeito algum. E se a droga evoca uma resposta desejada, ela o faz 
a uma concentra^ao razoavelmente baixa? 

O resultado desses testes baseados em celulas raramente e obvio antecipadamente. Varios 
compostos que sao muito hidrofobicos podem ser exclufdos desses testes a partir do im'cio 
porque sao pouco soluveis e, assim, nao podem ser colocados em celulas em cultura em 
concentra^oes significativas. Seus parentes qufmicos mais hidrofilicos podem ser altamente 
soluveis e podem funcionar bem na protema Bcr-Abl purificada, mas podem nao ser pronta- 
mente transportados pelas membranas plasmaticas das celulas; essas especies qufmicas prova- 
velmente nao serao uteis, simplesmente por nao poderem se acumular dentro das celulas a 
concentra 96 es que permitiriam que fossem efetivas. 

Imagine que esses obstaculos foram superados com sucesso e que a prolifera 9 ao das celulas 
dependentes de Bcr-Abl e, na verdade, inibida a concentrafoes nanomolares de um candida¬ 
te a agente terapeutico. O fato de que a droga candidata atua nessas celulas nao exclui a 
possibilidade de que ela tambem afete duzias de outras cinases nessas e em outras celulas, 
algumas das quais podem ser essenciais para o metabolismo normal da celula - a propriedade 
de seletividade biologica. (A sua seletividade bioqutmica provavelmente foi determinada pre- 
viamente por testes como aqueles ilustrados na Figura 16.15.) 

Assim, logo a seguir, se tornou necessario determinar se as celulas cancerosas cujo crescimen- 
to e dirigido por outras tirosinas cinases sao igualmente sensi'veis as a^oes de um agente anti- 
Bcr-Abl identificado como o Gleevec. E como celulas totalmente normals cultivadas sao 
afetadas por uma droga candidata como o Gleevec? Com sorte, se pode come^ar a ver um 
alto mdice terapeutico emergir; por exemplo, celulas dependentes de Bcr-Abl podem ser 
mortas por concentra^oes da droga que tern um efeito pouco percepti'vel em celulas compa- 
raveis crescidas na presen^a de IL-3 ou em uma variedade de outras celulas cancerosas cujo 
crescimento e dirigido por outras oncoprotemas tirosina cinase. Isso provera esperan^a de 
que, in vivo, a droga podera perturbar o tumor sem ter efeitos colaterais nao-aceitaveis em 
tecidos normals. Bons resultados nesses testes encorajarao os desenvolvedores de drogas a 
proceder para as proximas etapas, nas quais os efeitos biologicos das drogas em m'vel celular 
e tecidual sao estimados in vivo, como aprenderemos a seguir. 
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16.7 Estudos sobre a a^ao de drogas em animals de laboratorio 
sao parte essencial dos testes pre-clmicos 


Figura 16.17 Teste do Gleevec em culture 
de celulas (A) Celulas BaF3, uma linhagem 
de pre-linfocitos B murinos, sao 
normalmente dependentes da adigao de 
interleucina-3 (IL-3) para sua proliferagao e 
sobrevivencia (acima, a esquerda). Quando 
Gleevec e adicionado juntamente com IL-3, 
essas celulas continuam a ter sucesso 
(acima, a direita), indicando que o 
mecanismo de sobrevivencia baseado em 
IL-3 nao e sensivel a inibigao por Gleevec. 
Urn plasmideo de expressao especificando 
a oncoproteina Bcr-AbI pode ser 
introduzido nessas celulas, e, sob tais 
condigoes, as celulas BaF3 continuam a 
proliferar, mesmo depois que IL-3 e retirada 
(lado esquerdo), indicando que Bcr-AbI 
pode substituir IL-3 e sustentar essas 
celulas por si so. Entretanto, como essas 
celulas agora sao dependentes de Bcr-AbI 
para sua sobrevivencia, a adigao de 
Gleevec em doses que inibem a cinase Abl 
as levara a morte (mais abaixo, a 
esquerda), enquanto a adigao de Gleevec 
as celulas expressando Bcr-AbI que 
continuam a receber IL-3 nao afetam a sua 
sobrevivencia (indicando que Gleevec nao 
e toxico para as celulas BaF3 que 
expressam Bcr-AbI enquanto elas 
continuam a receber a estimulagao de IL-3). 
Portanto, na ausencia de IL-3, as celulas 
BaF3 expressando Bcr-AbI podem servir 
como indicadores altamente sensiveis e 
especificos das agoes de Gleevec e de 
drogas que atuam de forma similar na 
oncoproteina Bcr-AbI. (B) A informagao no 
painel A pode ser utilizada para 
desenvolver urn sistema de ensaio, no qual 
0 numero de celulas BaF3 que sobrevivem 
apbs certos tratamentos e indicado pela 
densidade optica das suspensoes de 
celulas BaF3 (ordenada). Na presenga de 
IL-3, Gleevec quase nao tern efeito sobre a 
sobrevivencia das celulas BaF3 se a 
oncoproteina Bcr-AbI estiver ou nao sendo 
expressa nas celulas BaF3 (pantos em 
verde). Na ausencia de IL-3, entretanto, a 
sobrevivencia de celulas expressando Bcr- 
AbI esta fortemente anulada acima de 
cerca de 2 pM de concentragao do Gleevec 
(pantos em vermelho). Se, em vez da 
proteina Bcr-AbI do “tipo selvagem”, 
clonada a partir de celulas de pacientes de 
CML no inicio do tratamento com Gleevec, 
uma versao mutante altamente resistente a 
drogas de Bcr-AbI (chamada de T3151) que 
surgiu em urn paciente de CML durante o 
curso do tratamento com Gleevec for 
expressa nas celulas BaF3, concentragoes 
muito altas da droga serao necessarias 
para matar essas celulas (pantos em azul)\ 
esta ultima curva e medida, mais uma vez, 
na ausencia de IL-3 no meio de 
crescimento. (Cortesia de M. Azam and 
G.Q. Daley.) 


Uma vez que um candidato a agente antitumoral tenha mostrado ter efeitos mortals potentes 
sobre celulas cancerosas em cultura in vitro, o desenvolvimento de drogas inevitavelmente 
move-se para a proxima etapa - testar se ela ira matar celulas cancerosas em proliferagao 
dentro de massas tumorais in vivo. Idealmente, o comportamento in vitro de uma droga 
deveria predizer as suas agoes in vivo. 
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Nesse ponto, complica^oes adicionais surgem. Uma delas e sugerida pelos resultados experi- 
mentais que foram encontrados na Se^ao 13.10. Naquela se^ao, vimos que a sensibilidade 
dos tumores a radia 9 ao pode ser determinada pela radiossensibilidade das celulas endoteliais 
na sua vasculatura, em vez de pelas respostas das celulas neoplasicas nessas massas; algumas 
drogas podem agir similarmente, afetando as celulas de suporte do estroma de um tumor 
(que nao sao estudadas in vitro) em vez de as proprias celulas cancerosas. Independentemente 
disso, celulas do estroma podem prover certos tipos de sinais de sobrevivencia antiapoptoti- 
cos, como IGF-1, que nao estao dispom'veis em quantidades comparaveis as celulas cancero¬ 
sas em cultura. Em um sentido mais geral, as complexidades da biologia dos tumores criadas 
pelas intera^oes heterotlpicas com o estroma associado a tumor freqiientemente ditam que as 
respostas a drogas, de popula 96 es puras de celulas cancerosas proliferando in vitro, falham em 
predizer suas respostas dentro de tumores em crescimento in vivo. 

Como celulas de roedores e de humanos diferem tanto, substancialmente, na sua biologia (Se^ao 
11 . 12 ), os testes in vitro de drogas candidatas anticancer envolvem, quase sempre, celulas cancero¬ 
sas humanas (em vez de murinas) crescidas em camundongos hospedeiros. A suposi 9 ao e que os 
xenoenxertos de tumores humanos formados em camundongos imunodeprimidos terao um corn- 
portamento semelhante ao de tumores encontrados por oncologistas em pacientes humanos. 


Mais uma vez, existem complica^oes muito desafiadoras. As celulas tumorais humanas que sao 
usadas para formar esses xenoenxertos sao propagadas como linhagens de celulas tumorais - celu¬ 
las cancerosas que foram propagadas em cultura como popula^oes puras durante varios anos, 
freqiientemente, decadas. Um grupo de 60 dessas linhagens de celulas humanas cancerosas foi 
estabelecido pelo National Cancer Institute como reagentes-padrao a serem usados nos Estados 
Unidos para medir a eficacia de candidates a agentes anticancer. Varias dessas linhagens celulares 
nao sao exemplos de neoplasmas encontrados rotineiramente na clmica do cancer, pois elas deri- 
vam de tumores humanos particularmente agressivos que geraram celulas que sao especialmente 
adaptaveis a propaga^ao em cultura de tecido (veja, por exemplo, a Figura 16.18). Outras linha¬ 
gens celulares de cancer tern evolui'do, quase que inevitavelmente, em cultura muito alem das 
celulas ancestrais que foram originalmente removidas a partir dos tumores humanos atuais; na 
verdade, as celulas em tais linhagens tern sido selecionadas pela otima prolifera^ao sob condi^oes 
in vitro, que diferem de maneira drastica daquelas nos tecidos vivos. 

Esses fatos ajudam a explicar por que modelos de xenoenxertos de tumores humanos nao 
predizem, relativamente, as respostas dos tumores atuais produzidos por pacientes na ch'nica 
do cancer. Na verdade, em alguns casos, e questionavel se as celulas cancerosas que sao oriun- 
das de, por exemplo, um carcinoma pancreatico, continuam a refletir comportamento pan- 
creatico ou se elas foram contaminadas inadvertidamente por celulas de carcinoma de colon 
ou mama em algum ponto durante as ultimas decadas das passagens in vitro em um ou outro 
laboratorio. Ainda, esses modelos altamente imperfeitos de xenoenxertos sao os melhores 
reagentes dispom'veis e provavelmente nao serao substitui'dos no futuro proximo por mode¬ 
los animais melhorados de cancer humano. 
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Figura 16.18 Linhagens oeiuiares de 
cancer como representantes de tumores 
humanos Varios pesquisadores tern se 
esforgado para criar linhagens celulares de 
cancer pela extragao de celulas de tumores 
humanos e pela sua adaptagao a cultura. A 
sua experiencia e que apenas as celuias 
cancerosas mais malignas possam ser 
propagadas in vitro, gerando linhagens de 
ceiulas cancerosas. Essa nogao foi 
finaimente testada sistematicamente em 
um estudo de 12 anos, no qual as ceiulas 
de carcinoma de esofago de 203 pacientes 
foram introduzidas em cultura. Dessas, 
apenas 35 linhagens celulares (a partir de 
cerca de 17% dos tumores) se tornaram 
estabelecidas em cuitura. Os pacientes 
cujos tumores estavam nesse grupo (grupo 
A) experimentaram uma progressao cifnica 
muito pior {linha vermeiha) do que aqueles 
cujas celulas falharam na adaptagao a 
cultura (grupo B; linha azul). Isso ilustra 
graficamente por que os xenoenxertos 
tumorais produzidos a partir de linhagens 
celulares de cancer estabelecidas 
normaimente falham em resumir as 
propriedades dos tumores tipicamente 
encontrados na clinica de cancer (uma vez 
que as linhagens de celulas cancerosas 
normaimente derivam de tumores na 
extremidade final do espectro - o subgrupo 
mais agressivo). (A partir de Y. Shimada, M. 
Maeda, G. Watanabe et at, Clin. Cancer 
Res. 9:243-249, 2003.) 
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Figura 16.19 Farmacocinetica e 
farmacodinamioa do Gleevec A 
farmacocinetica de uma droga representa a 
cinetica do seu acumulo no piasma e o seu 
desaparecimento deste, que, por sua vez, 
acredita-se prover uma boa indicagao das 
concentragoes da droga que as ceiulas 
tumorias experimentam em urn animai de 
iaboratorio ou urn paciente sob terapia. 0 
nivel piasmatico da droga Gleevec, 
representado em uma escala iogaritmica 
(ordenada esquerda), flutua 
dramaticamente apbs a injegao da droga 
em urn camundongo {curva azul). A sua 
concentragao esta indicada aqui como urn 
muitipio da concentragao da droga 
conhecida por inibir o disparo da tirosina 
cinase do receptor Kit em 50% (i. e., o ICgQ 
deste agente). (0 dominio tirosina cinase 
do receptor do fator de crescimento Kit 
tambem e urn aivo de inibigao por 
Gieevec.) Como visto aqui, a quantidade de 
fosfotirosina associada ao receptor Kit 
(uma reflexao da atividade da tirosina 
cinase Kit) expressado por celuias de 
leucemia de mastocitos humanos 
enxertadas {curva vermelha), que foi 
inicialmente determinada como 100%, e 
reduzida para <<1% dos niveis 
preexistentes dentro de uma bora depois 
da injegao da droga, mas se liga 
novamente dentro de oito boras a medida 
que a concentragao da droga diminui no 
plasma. (Cortesia de D.L. Emerson, OSI 
Pharmaceuticals Inc.) 
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A farmacocinetica (PK) de uma droga representa um determinante-chave da sua eficacia in vivo: 
A droga se acumula em mveis significativos no plasma ou nos tecidos por um pen'odo extenso? Ou 
ela esta presente no corpo apenas transientemente, sendo excretada pelos tins dentro de minutos 
depois de entrar na circulagao? Ela e resistente a degradagao rapida ou alguns sistemas de metabo- 
lizagao de drogas, como o citocromo P-450s (Cyps) que encontramos no Capltulo 12, convertem 
rapidamente a droga em uma especie molecular inocua (Figura 16.19)? (Um parametro farmaco- 
cinetico chave que e freqiientemente medido e a “area abaixo da curva”, ou AUC, calculada pela 
integragao da concentragao de uma droga no plasma em fungao do tempo; acredita-se que a AUC 
reflita a dose da droga cumulativa experimentada pelas ceiulas em um tumor.) E ela pode set 
preferencialmente administrada oralmente em vez de por injegao? 

Animais de Iaboratorio fornecem alguma indicagao grosseira da farmacocinetica da droga, mas de 
nenhum modo sao preditores acurados de como os humanos metabolizam e excretam varios 
agentes. Alem disso, como lemos anteriormente (Barra lateral 12.5), a velocidade na qual varios 
compostos, incluindo drogas, sao metabolizados ou excretados pode ate variar dramaticamente de 
uma pessoa para outra (p. ex., veja a Figura 16.20). (Em algumas companhias farmaceuticas, a 
farmacocinetica de compostos candidates pode ser medida ate mesmo antes de quaisquer testes de 
eficacia terapeutica contra tumores xenoenxertados; aqueles mostrando uma farmacocinetica po- 
bre em animais de Iaboratorio sao freqiientemente eliminados de testes futures. O descarte de tais 
drogas pode ser ocasionalmente premature, dadas as grandes diferengas entre as velocidades de 
metabolismo e excregao de drogas entre roedores e humanos.) 

De fato, a Figura 16.19 revela um segundo atributo de uma droga — a sua farmacodinamica (PD) 
- nesse case, aquela do Gleevec. A farmacodinamica estima a habilidade de uma droga em afetar 
uma fungao bioqulmica alvo em um tumor sob tratamento. Na PD apresentada nessa figura, 
como e de pratica, um marcador substitute da fungao Bcr-Abl alvo foi medido - o comporta- 
mento do receptor Kit. Como leremos com maiores detalhes. Kit e uma das varias tirosinas cinases 
afetadas por Gleevec, e as suas respostas a droga presumivelmente se comparam ^uelas de Bcr- 
Abl. A Figura 16.19 revela que a atividade de Kit nesse experimento foi inibida apenas brevemente 
no momento em que a concentragao mais alta da droga estava presente na circulagao. Uma inibi¬ 
gao transiente como essa - apenas uma fragao de um ciclo celular - em geral e insuficiente para se 
obter uma resposta biologica importante, como a morte das ceiulas tumorais. 


Figura 16.20 Variabilidade entre individuos na eliminagao das drogas Paclitaxel 
e uma droga quimioterapeutica usada para tratar inumeras malignidades; ela 
funciona estabilizando microtubulos, interferindo, assim, na progressao das 
ceiulas pela fase M. Como visto aqui, neste estudo com 22 pacientes com 
cancer de ovario, as velocidades relativas de eliminagao dessa droga a partir 
do plasma apos a injegao inicial variou acima de um fator de 3. Essas taxas 
podem ser influenciadas por mudangas na velocidade do metabolismo por 
enzimas como a citocromo c e pela excregao nos rins. (A partir de M. Nakajima, 
Y Fujiki, S. Kyo et al., J. Clin. Pharm. 45:674-682, 2005.) 
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Durante o curso dos testes em animais, podem vir a tona informa^oes sobre os efeitos colate- 
rais toxicos que a droga produz em organismos vivos. Elas representam a maldi^ao de quase 
todos os tratamentos de cancer existentes. Bastante freqiientes, varios sistemas de organs 
normals, incluindo flgado, rins, trato gastrintestinal e sistema hematopoietico, mostram os 
efeitos toxicos de uma droga quando ela e usada nas concentra^oes necessarias para matar as 
celulas tumorais. Essas toxicidades sao raramente preditas por testes de cultura de tecidos in 
vitro, e as toxicidades detectadas em animais de laboratorio, incluindo caes, macacos, camun- 
dongos e ratos, podem ou nao ser preditivas das respostas humanas. 

Tais observa 96 es direcionam a nossa aten 9 ao, mais uma vez, para o mdice terapeutico de um 
agente - a eficacia com a qual ele afeta os tecidos cancerosos comparada com seus efeitos 
toxicos nos tecidos normals. Claramente, os tratamentos ideals de cancer deveriam ter altos 
Indices terapeuticos, expressando destruifao sobre as celulas cancerosas enquanto deixam os 
tecidos normals relativamente intactos. O obstaculo fundamental para alcan^ar tal seletivida- 
de e sugerido pelo fato de que a vasta maioria dos aproximadamente 20 mil genes expressados 
nas celulas cancerosas tambem esta sendo expressada pelas suas contrapartes normals. 

A falha dos modelos animais em predizer os efeitos colaterais toxicos de uma droga em hu- 
manos cria serios problemas. Os aproximadamente 80 milhoes de anos de evolu^ao indepen- 
dente que nos separam dos nossos primes roedores levaram a diferen 9 as substanciais no me- 
tabolismo; podemos reagir a certas drogas de forma muito diferente dos camundongos ou 
ratos, ou ate mesmo dos mais proximamente relacionados macacos do velho mundo, que 
podem fmalmente ser expostos a uma droga candidata com o objetivo de obter uma predi^ao 
mais acurada da toxicidade em humanos. No momento em que uma droga passa esses varios 
testes sem erguer muitas bandeiras de alerta, ela pode ser promovida a candidata para ser 
testada em humanos. 


16.8 Drogas candidatas promissoras devem ser submetidas a 
testes clmicos rigorosos e abrangentes nos testes de Fase I 
em humanos 

As discussoes anteriores explicam por que os primeiros testes de verdade sobre a tolerabilidade de 
uma droga normalmente aparecem nas exposi^oes iniciais do paciente; sao os chamados testes de 
Fase I, nos Estados Unidos. Em tais testes, as drogas candidatas sao testadas em varias doses, 
incluindo a dose terapeutica presumida, para estimar os efeitos colaterais toxicos. A pratica normal 
e come^a-los em dosagens da droga que estao bem abaixo do nfvel de qualquer toxicidade obser- 
vavel (p. ex., um decimo da concentra^ao da droga que gerou toxicidade em animais de laborato¬ 
rio) e, entao, em uma serie de pacientes, aumentar as dosagens ate alcan^ar nlveis da droga que 
comecem a induzir uma toxicidade inaceitavel. Esse “escalonamento da dose” gera um valor — a 
dose maxima tolerante (MDT) — que e entao usado para guiar os futuros protocolos de tratamen- 
to. Certos efeitos colaterais, como erupfoes na pele ou nauseas transientes, podem ser toleraveis e 
nao descartam o fiituro desenvolvimento da droga, enquanto outros, como diarreia massiva ou 
deple^ao da medula ossea, podem ser tao incomodos ou amea 9 adoras a vida que levam ao aban- 
dono de todo desenvolvimento adicional de uma droga. 

Durante os testes de Fase I, medidas farmacocineticas, como aquelas realizadas previamente 
em animais, tambem serao tomadas, com o objetivo de verificar se a droga esta alcan^ando as 
celulas tumorais a uma concentra 9 ao suficiente e durante um pen'odo extenso de tempo. 
Ainda, essas medidas nao dao indica^ao se as celulas cancerosas estao respondendo de alguma 
forma — a propriedade da farmacodinamica. Por exemplo, na Figura 16.21, observamos as 
respostas farmacodinamicas a tratamentos com antagonistas de receptores de EGF (que, nes- 
se caso, incluem tanto um anticorpo monoclonal como um inibidor de tirosina cinase de 
baixo peso molecular). Os oncologistas que se responsabilizaram por esse teste cb'nico em 
particular gostariam de obter alguma medida sobre os efeitos de terapias sobre o EGF-R em 
tumores de pacientes. Para fazer isso, eles escolheram usar, como marcador substituto, os 
EGF-R de celulas da pele dos pacientes, que sao monitorados com muito maior facilidade, 
simplesmente coletando pequenas biopsias de pele de pacientes em tratamento. 
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Como visto na Figura 16.21 A, a exposi^ao de pacientes a um inibidor de EGF-R de tirosina 
cinase resultou em uma forte supressao da sinaliza^ao de EGF-R na pele. Alem disso, a ativi- 
dade de MAP cinase, que funciona como um importante transdutor downstream da sinaliza- 
9 ao de EGF-R (Se^ao 6.5), tambem foi suprimida, indicando a inibi^ao com sucesso da 
sinaliza^ao mitogenica downstream. 

Resultados semelhantes foram observados em biopsias coletadas a partir de tumores de pa¬ 
cientes com cancer de colon, apos o tratamento com um anticorpo monoclonal anti-EGF-R 
(Figura 16.2IB). Medidas farmacodinamicas como essas reasseguram que o tratamento ad- 
ministrado (nesse caso, um anticorpo monoclonal) esta alcanq;ando o seu alvo desejado em 
concentra^oes suficientes para desligar muito da atividade dele. 

De maneira interessante, varias das proteinas transdutoras de sinal que funcionam dowsntre- 
am de EGF-R, incluindo Akt/PKB, foram suprimidas apenas de forma minima no tumor do 
colon (Figura 16.2IB), indicando que as celulas tumorais adquiriram meios alternatives para 
ativar aquelas moleculas sinalizadoras. Portanto, as medidas farmacodinamicas asseguram 
que uma pre-condiq;ao de sucesso terapeutico — entrega do agente terapeutico para as celulas 
e moleculas alvo — foi satisfatoria, mas nao garante, por si so, que a terapia tera sucesso, ja que 
outros fatores podem frustra-la. 

Quando juntas, as medidas de dose de tolerancia maxima (MTD), a farmacocinetica 
(PK) e a farmacodinamica (PD) defmem a janela terapeutica — o espectro de concentra- 
96 es que sao mais altas do que as necessarias para obter o efeito terapeutico e mais baixas 
do que a dose maxima tolerada (Figura 16.21C). Idealmente, a janela terapeutica de 
uma droga deveria ser ampla de modo a permitir aos clmicos alguma flexibilidade na 
administra^ao da droga, ajustando a dosagem ao paciente e a condi^ao a ser tratada. A 
medida que a janela terapeutica se estreita, a probabilidade de a droga candidata se tor- 
nar clinicamente litil diminui. 

Ocasionalmente, os testes clmicos de Fase I, que em geral sao realizados com grupos muito 
pequenos de pacientes voluntarios, que falharam com outras terapias dispomVeis, podem 
revelar algumas respostas favoraveis em termos de regressao tumoral ou paradas de um cres- 
cimento maior do tumor, fazendo isso a baixos m'veis aceitaveis de toxicidade. Entretanto, 
mesmo que haja pistas de eficacia cb'nica, os resultados positives observados nos testes de 
Fase I nunca sao estatisticamente significativos e, assim, nao sao considerados como definiti¬ 
ves. Ao contrario, esses testes sao, na verdade, realizados para descobrir antecipadamente os 
m'veis de toxicidade e tolerancia da dosagem da droga. 


16.9 Testes de Fases II e III fornecem indica^oes creditaveis sobre 
a eficacia clinica 


Baixos m'veis aceitaveis de toxicidade em um teste de Fase I encorajarao a testar a eficacia de 
uma droga candidata em um teste de Fase II, no qual grupos maiores de pacientes com cancer 
estao envolvidos. Nesse caso, pela primeira vez, decisoes cn'ticas devem ser tomadas sobre as 
indica 96 es para inscrever pacientes especi'ficos no teste - isto e, qual tipo de tumor ou qual 
estagio de progressao do tumor justificara o alistamento de pacientes em um teste como esse? 

Algumas vezes, as indica^oes cllnicas sao obvias. Por exemplo, como vimos anteriormente, os 
efeitos de um agente contra a oncoprotelna Bcr-Abl deveriam ser testados em pacientes diag- 
nosticados com leucemia mielogenosa cronica (CML). Uma outra droga direcionada contra 
a molecula receptora HER2/Neu deveria ser testada nos aproximadamente 30% dos pacien¬ 
tes de cancer de mama cujas celulas tumorais superexpressam essa protei'na. Agora um outro 
agente — um inibidor de cinases Raf — pode ser testado em pacientes com melanomas avan 9 a- 
dos, nos quais a molecula cinase Raf-B e freqiientemente (70% dos casos) mutante e ativada 
constitutivamente. (De maneira interessante, em ultimo caso, um inibidor B-Raf falhou em 
parar efetivamente a prolifera 9 ao de melanomas metastaticos, enquanto o seu uso em combi- 
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na^ao com uma droga quimioterapeutica convencional gerou respostas dramaticas, embora 
nao-suficientes.) 


Mais freqiientemente, a escolha de indica 96 es nao e nem racional nem a mais adequada. Qual 
classe de pacientes de cancer deve ser tratada, por exemplo, com uma droga que atua como um 
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Figura 16.21 Medidas de farmacodinamica 
e determinagao da janela terapeutica A 
extensao da inibigao de EGF-R em um 
tumor pode, em principio, ser estimada 
pela medida dos efeitos do tratamento da 
droga sobre EGF-R na pele; a ultima e 
prontamente acessada por pequenas 
biopsias de pele. Nos casos ilustrados 
aqui, pacientes sob tratamento estavam 
sofrendo de uma variedade de tumores, 
incluindo carcinomas de ovario, pulmao, 
colon, prostata e cabega e pescogo. (A) 
Mostrados aqui estao os efeitos do 
tratamento, de um paciente de cancer, com 
Iressa, um inibidor de tirosina cinase EGF-R 
de baixo peso molecular (veja a Figura 
16.31). Os paineis superiores mostram 
imuno-histoquimica usando um anticorpo 
contra fosfo-EGF-R {marram), isto e, a 
forma ativada do receptor. Os paineis 
inferiores usaram um anticorpo contra 
fosfo MAPK, a forma ativada dessa cinase. 
Ambas as medidas dependem da 
sinalizagao normalmente intensa que 
ocorre nos queratinocitos presentes nos 
foliculos pilosos. (B) Os efeitos de um 
anticorpo monoclonal anti-receptor EGF 
(EGF-R) (chamado de EMD7200) foram 
estimados por coloragao imuno- 
histoquimica de uma biopsia de carcinoma 
de colon. Neste caso, um tratamento de 
longo prazo resultou em uma redugao 
minima no nivel geral do EGF-R {marram) e 
uma forte redugao no nivel do receptor 
fosforilado (e, por isso, ativado) {marram-, 
pEGF-R). A redugao no nivel de Akt/PKB 
ativado, fosforilado (marrom; pAkt/PKB) foi 
leve, e o paciente mostrou apenas uma 
resposta parcial a essa terapia por 
anticorpo, o que pode ter refletido essa 
minima redugao da atividade de Akt/PKB 
nas celulas tumorais. (C) Medidas de 
farmacodinamica como essas, unidas a 
estudos de farmacocinetica e toxicidade, 
definem a janela terapeutica na qual uma 
droga deve ser administrada - a escala das 
concentragoes que sao eficazes sem gerar 
um nivel inaceitavel de efeitos colaterais 
tdxicos. (A e B, cortesia de J. Baselga.) 


(C) janela 

terapeutica 



dosagem da droga aumentada 
em escala logaritmica 


toxicidade 







754 / Capi'tulo 16 Tratamento Racional do Cancer 


indutor geral de apoptose em varios tipos de cdulas cancerosas? Como uma droga direcionada 
contra a cinase Akt/PKB antiapoptotica deveria ser usada na clmica? Ira uma droga anti-receptor 
de EGF ser util em carcinomas que expressam m'veis elevados dessa proteina receptora? Como 
veremos mais tarde neste capi'tulo, certos tipos de cancer que nunca seriam identificados pela 
genetica ou biologia molecular como alvos atrativos para o tratamento com drogas mostram-se, 
ocasionalmente, muito susceti'veis a certas drogas sob desenvolvimento. Nesses casos, a utilidade 
terapeutica de tais drogas e descoberta apenas por acaso. 

(Dadas as maneiras arbitrarias pelas quais as indica^oes de tumores sao escolhidas em varios 
testes de Ease II, podemos nos surpreender como varias drogas candidatas, verdadeiramente 
uteis, foram descartadas no passado simplesmente porque a boa sorte nao as favoreceu no 
esquema desses testes. Assim, uma droga pode ter uma eficacia espetacular contra carcinomas 
gastricos, mas o seu efeito nunca e percebido, uma vez que ela e testada em testes de Ease II por 
seus efeitos em carcinomas pancreaticos ou de pulmao, nos quais ela falha em mostrar qualquer 
efeito util e, por isso, e exclui'da de qualquer desenvolvimento fiituro ou teste cllnico.) 

Se os testes de Ease II geram sinais claros de eficacia para tratar certos tipos de cancer com 
uma droga candidata, os testes de Ease III, utilizados em popula^oes de pacientes muito 
maiores, serao come^ados. Estes testes sao muito caros, mas, no final da contas, sao cn'ticos, 
pois apenas eles podem mostrar, pela primeira vez, se qualquer resposta clmica relacionada a 
uma droga e estatisticamente significativa. Os resultados desses testes normalmente se tor- 
nam convincentes apenas se experimentos controle sao realizados pelo tratamento de popu- 
lafoes com a mesma quantidade de pacientes com uma outra terapia em paralelo, em geral 
uma que ja e licenciada e esta em amplo uso. De modo importante, o licenciamento de uma 
droga candidata para indica^ao especi'fica de doen^a (nos Estados Unidos, pelo FDA, Food 
and Drug Administration) em geral depende de se ela gera um beneficio terapeutico que e 
maior, de forma mensuravel, do que o padrao existente de cuidado. 

Pacientes em testes de Ease III em geral passaram por varias rodadas previas de quimioterapia com 
varios tipos de agentes citotoxicos, cada um acabando com recidivas e o surgimento de tumores 
que sao r^atdrios (nao-responsivos, insensi'veis) a terapias estabelecidas. Alem disso, esses tumores 
freqiientemente sao muito agressivos. Isso ajuda a explicar por que a barra de aprova^ao, pelo 
FDA, de uma droga ou combina^ao de drogas nao e tao alta, uma vez que as drogas em testes de 
Ease III sao destinadas a atacar os tipos mais dificeis de cancer. Assim, melhoras na qualidade de 
vida dos pacientes ou a redu^ao temporaria de um tumor podem satisfazer mesmo sem melhoras 
na sobrevivencia em longo prazo. 

Como uma ilustra^ao disso, podemos citar o desenvolvimento de tratamentos atuais para o 
cancer de pancreas. Essa doen 9 a e um exemplo extremo, para ter certeza, na qua! foi observa- 
do que o tempo de sobrevivencia por cinco anos (a partir do momento do diagnostico inicial) 
era consistentemente menor do que 4%. Gemcitabina (difluorodeoxicitidina), que e muito 
empregado como terapia para carcinoma pancreatico, recebeu aprova 9 ao inicial pelo FDA para 
tratar esse tumor porque, em alguns pacientes, resultou em uma melhora nos sintomas, ganho de 
peso e uma estabiliza^ao temporaria no crescimento do tumor, embora ofere^a apenas um modes- 
to aumento no tempo de sobrevivencia apos o diagnostico da doen 9 a: pacientes tratados com 
gemcitabina tiveram um tempo de sobrevivencia medio de 5,65 meses comparado ^ueles para os 
quais foi dado o tratamento-padrao — 5-fluorouracil (5-FU), que deu um tempo medio de sobre¬ 
vivencia de 4,41 meses (Figura 16.22). Essas historias e similares revelam o quao desesperada e a 
necessidade de meios verdadeiramente efetivos de tratar tumores solidos. Ela tambem ilustra o 
fato que as exigencias do FDA para aprovar agentes anticancer sao muito menos severas do 
que pra outras situa^oes de doen^a, em que uma eficacia muito maior e necessaria para obter 
o licenciamento de novas drogas. 

Apesar de tudo, mesmo com essas exigencias regulatorias relativamente modestas, as outras 
complica^oes do desenvolvimento de drogas descritas aqui mantem a velocidade dos sucessos 
atuais para o desenvolvimento de drogas anticancer extremamente baixa. E possivel uma dro¬ 
ga em centenas tenha avan^ado todo o caminho pelo “tunef do desenvolvimento de drogas, a 
partir dos testes in vitro, pelos testes de Ease III, que culminam em algum claro melhoramento nas 
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tempo de sobrevivencia (meses) 


Figura 16.22 Gemcitabina oomo tratamento 
para cancer pancreatico Este grafico de 
Kaplan-Meier ilustra a alta mortalidade 
gerada pelo cancer pancreatico. Pacientes 
tratados com gemcitabina (GEM) viveram 
urn pouco mais do que aqueles tratados 
com 5-fiuorouracil (5-FU) - o padrao de 
tratamento na decada de 1990. Os dois 
agentes sao derivados de pirimidina, cuja 
citotoxicidade deriva de sua capacidade de 
inibir a sintese de DNA, em parte pela 
incorporagao errada no DNA. (5-FU 
tambem interfere na biosintese de 
pirimidina.) Como e visto, o tratamento com 
gemcitabina ofereceu apenas urn modesto 
incremento na sobrevivencia dos pacientes 
nesse estudo reportado em 1997, mas, 
apesar disso, esse efeito foi o bastante 
para permitir a sua aprovagao pelo U.S. 
Food and Drug Administration. (A partir de 
Ft.A. Burris 3rd, M.J. Moore, J. Andersen et 
al., J. Clin. Onool. 15:2403-2413, 1997.) 


respostas do paciente e licenciamento pelo FDA. (Depois de ter ocorrido o licenciamento, um 
teste de Fase IV pode ser conduzido para determinar como uma droga recentemente introdu- 
zida se compara com outras drogas usadas com indicagoes similares, como alguns subgrupos 
de pacientes respondem a droga e se preocupagoes sobre a seguranga da droga fmalmente 
emergem a partir do seu uso em populagoes muito grandes de pacientes.) 


16.10 Tumores com freqiiencia desenvolvem resistencia a terapias 
inicialmente efetivas 

Uma complicagao que segue todas as drogas anticancer e ilustrada pelo comportamento do 
camundongo transgenico HER2/neu, no qual o mutante transgene oncogenico foi progra- 
mado para induzir tumores mamarios com uma programagao previsi'vel e pode ser desativado 
depois disso. Enquanto tumores de mama primarios e metastases induzidas por transgene 
colabaram quando o transgene HER2/neu foi desativado, novos tumores apareceram nova- 
mente na maioria desses camundongos entre 1 e 9 meses mais tarde (veja a Tabela 16.1). 
Esses tumores claramente representam variantes dos observados inicialmente que desenvol- 
veram meios alternativos de propulsar o seu crescimento - isto e, se tornaram independentes 
da expressao do oncogene HER2lneu. 

Como vimos no Capi'tulol2, os genomas mutaveis, instaveis, das celulas do cancer continua- 
mente geram novos alelos e novas configuragoes geneticas. Celulas cancerosas em desenvolvi- 
mento podem ser exigentes entre essas variagoes geneticas, procurando por combinagoes que 
melhorem a sua babilidade para sobreviver e proliferar. Nesse exemplo HER2/neu, o mimero 
relativamente pequeno de celulas cancerosas que sobreviveram a desativagao do oncogene 
parecem ter perdido meses desde entao esperando por oncogenes recentemente surgidos (ou 
outros alelos causadores de cancer) nos seus genomas que podem permitir que elas recome- 
cem o seu programa de proliferagao agressiva. As raras celulas que conseguiram adquirir essa 
mudanga genetica/epigenetica nova iniciaram a expansao de forma clonal que levou aos tu¬ 
mores recidivos. 

Uma dinamica similar complica quase todos os tipos de terapias de cancer, na qual sucessos 
clinicos iniciais na redugao de populagoes de celulas tumorais sao normalmente seguidas pelo 
ressurgimento de populagoes de celulas tumorais em pacientes que, por um meio ou outro, 
desenvolveram resistencia ao tratamento inicial, adquirindo assim um novo prazo de vida. 

Por exemplo, uma variedade de tumores bumanos que ocorrem comumente, incluindo de 
mama, pulmonar de pequenas celulas e carcinomas de ovarios, respondem bastante, no im'- 
cio, a drogas citotoxicas que em geral sao utilizadas na quimioterapia, mas, depois de um 
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Tabela 16.2 Exemplos de Mecanismos de Resistencia a Drogas desenvolvidos por Tumores 


Mecanismo geral 


Exempio 


(A) Mecanismos baseados em celulas 
Acumulo intracelular da droga diminuido 
Ativagao da droga diminuida 

Inativagao aumentada da droga ou dos intermediarios toxicos 
Reparo aumentado do dano induzido pela droga 
Resistencia aumentada a toxicidade induzida pela droga 

Alvos da droga alterados (quantitativa ou quaiitativamente) 

(B) Mecanismos dependentes do hospedeiro 
Barreiras anatomicas a drogas (santuarios de tumores) 
Interagoes hospedeiro-droga; inativagao aumentada 

da droga por tecidos normals 
Interagoes hospedeiro-droga: ativagao diminuida da droga 
por tecidos normals 


superexpressao da giicoproteina R bomba de efiuxo multidrogas 
ativagao metabolica diminuida da pro-droga pela perda da expressao de urn 
citocromo P-450 

aumento da nucleosideo deaminase que inativa analogos de nucleosideos, 
aumento na detoxificagao da glutationa-S-transferase (GST) 
reparo aumentado das ligagoes cruzadas do DNA induzidas por cisplatina, 
uma droga quimioterapeutica 

inativagao das respostas apoptoticas pela mutagao de p53 ou 
superexpressao de Bcl-2 

superexpressao de Bcr-AbI, alteragao da fenda catalitica de Bcr-AbI 

crescimento de tumor no cerebro atras da barreira hematoencefalica, ou em testes 
detoxificagao da droga quimioterapeutica ciclofosfamida no figado 

ativagao diminuida da ciclofosfamida no figado 


Adaptada de J. Moscow, C.S. Morrow and C.H. Cowan, in J. Holland and E. Frei (eds.), Drug Resistance and its Clinical Circumvention in Cancer Medicine, 6*^ ed. 
Hamilton, ON: B.C. Decker, 2003. 


tempo, se tornam refratarios a tratamentos com drogas e, por isso, reincidem, como sugerido 
antes. Grande parte dessa resistencia adquirida e atribufda a plasticidade genetica e, portan- 
to, fenotfpica das populagoes de celulas cancerosas. 

Os mecanismos adquiridos de resistencia a drogas sao bastante variaveis e ilustram a perspi- 
cacia das celulas cancerosas no planejamento de varias manobras para evitar a morte por 
drogas quimioterapeuticas. Como indicado na Tabela 16.2, alguns desses mecanismos envol- 
vem a perda da habilidade para “importar” moleculas de drogas pela membrana plasmatica 
ou uma habilidade adquirida para bombear moleculas de drogas para fora atraves dessa mem¬ 
brana. Outros dependem de uma habilidade adquirida para metabolizar moleculas de dro¬ 
gas, em alguns casos usando as mesmas classes de enzimas que sao importantes na detoxifica¬ 
gao de outros tipos de compostos toxicos que entraram na celula (Segao 12.6). As celulas 
tambem podem neutralizar componentes da sua maquinaria apoptotica ou podem adquirir 
uma habilidade maior de reparar moleculas de DNA danificadas por quimioterapicos ou por 
radiagao. 

Esses comportamentos representam uma mudanga geral em todos os tipos de terapia antitu¬ 
mor. A unica solugao clara para as manobras evasivas tomadas por celulas cancerosas deriva 
do fato de que a maioria dos mecanismos de resistencia e adquirida a uma probabilidade 
relativamente baixa por geragao de celulas. Como conseqiiencia, aplicando duas drogas nao- 
relacionadas simultaneamente, a probabilidade das populagoes de celulas tumorais em gerar 
variantes que podem sobreviver a esse ataque duplo e grosseiramente igual ao quadrado da 
probabilidade de adquirir resistencia a um linico agente, e a probabilidade de sobreviver a 
uma terapia tripla deveria ser o cubo dessa baixa probabilidade, etc. 

Entretanto, mesmo essas estrategias de terapia com multiplas drogas sao freqiientemente 
despistadas pelas celulas cancerosas, que desenvolvem estrategias potentes para evitar a mor¬ 
te, como a aquisigao de resistencia a multiplas drogas (MDR). Por exempio, o alto m'vel de 
expressao do gene MDRl, que codifica para uma bomba transmembrana de efiuxo de dro¬ 
gas, permite que as celulas cancerosas excretem de maneira eficiente uma variedade de drogas 
nao-relacionadas quimicamente, diminuindo assim a concentragao da droga intracelular para 
mVeis subtoxicos (Figura 16.23). De forma similar, a inativagao de certas partes da maquina¬ 
ria apoptotica tambem pode conferir resistencia concomitante a varios agentes citotoxicos 
distintos. Apesar dessas complicagoes, existe um consenso geral entre os desenvolvedores de 
drogas de que as monoterapias envolvendo ou drogas de baixo peso molecular ou moleculas 
biologicas provavelmente nao curarao a maioria dos tipos de cancer e de que terapias efetivas 
com multiplos agentes devem ser desenvolvidas se curas duraveis forem alcangadas no futuro. 
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Figura 16.23 Resistenoia a multiplas 
drogas e a glicoproteina P 0 gene MDR1 
codifica para a glicoproteina R a proteina 
que com frequencia esta presente em 
niveis elevados nas celulas cancerosas 
sendo tratadas com varios tipos de 
quimioterapia. Glicoproteina R cuja 
estrutura e mostrada aqui, e uma proteina 
transmembrana dependente de ATP de 170 
kDa que pode bombear uma ampla 
variedade de moleculas de droga para fora 
das celulas. Ela e membro de uma ampla 
familia de moleculas transportadoras em 
mamiferos, das quais 49 foram 
descobertas ate agora. As suas agoes 
parecem ser responsaveis pela aquisigao 
de resistencia a drogas por uma variedade 
de tipos de tumores humanos sob 
tratamento com drogas quimioterapeuticas 
de baixo peso molecular. (A partir de D. 
Mahadevan a A.F. List, Blood 104:1940- 
1951, 2004.) 


Com essas consideragoes em mente, estudaremos uma serie de historias ilustrativas nas 
segoes que seguem. Cada uma se refere a um tipo de droga e o seu alvo dentro das celulas 
cancerosas. As historias sao arranjadas em uma ordem, comegando com uma terapia 
bem-estabelecida e terminando com uma especulativa que gera grande esperanga, mas 
ainda esta longe de validagao ch'nica. Em alguns casos, a terapia especifica que foi desen- 
volvida foi inspirada pelas descobertas de proteinas que funcionam mal dentro das celu¬ 
las cancerosas; essas descobertas permitiram que o desenvolvimento de drogas fosse pros- 
seguido logica e metodicamente. Em outros casos, golpes de boa sorte ou saltos intuiti- 
vos permitiram o desenvolvimento de compostos altamente ativos. Inevitavelmente, es¬ 
sas historias representam escolhas arbitrarias e desenhos a partir de um vasto grupo de 
agentes sob investigagao ou desenvolvimento atualmente. Elas representam os precurso- 
res de um grande grupo de tais drogas que serao desenvolvidas e licenciadas para uso 
clinico nos proximos anos. 


16.11 O desenvolvimento do Gleevec ladrilhou o caminho para o 
desenvolvimento de varios outros compostos-alvo 

Nas segoes anteriores, fizemos repetidas referencias a oncoproteina Bcr-Abl e a estrate- 
gias experimentais para antagoniza-la. Agora, voltaremos atras e revisaremos parte da 
historia de como a oncoproteina Bcr-Abl foi descoberta e validada como um alvo para 
droga atrativo e finalmente utilizada como objeto de desenho racional de drogas. Essa 
historia e valiosa, ainda que apenas para ilustrar o longo curso pelo qual o desenvolvi¬ 
mento de uma droga passa desde o inicio da descoberta na bancada do laboratorio ate a 
clinica oncologica. 

Essa historia em particular inicia em 1914, quando o citologista alemao Theodor Boveri 
propos que os defeitos cromossomicos poderiam fazer com que uma celula proliferasse anor- 
malmente, resultando na formagao de algum tipo de cancer. Quase a metade de um seculo se 
passou antes que a ideia de Boveri recebesse alguma validagao. Em 1960, dois citologistas que 
trabalhavam na Filadelfia notaram que um Cromossomo 22 anormal, pequeno, de forma 
rara estava presente caracteristicamente na grande maioria das celulas da leucemia mieloge- 
nosa cronica (CML); desde esse momento, ele foi chamado de cromossomo Philadelphia ou 
simplesmente Phh Passaram-se outros 12 anos antes que um pesquisador, em Chicago, de- 
monstrasse que uma translocagao reciproca entre os Cromossomos 9 e 22 era responsavel por 
criar o cromossomo Ph' (primeiramente descrito na Segao 4.6). (Visto que um bloco maior 
do Cromossomo 22 e doado para a ponta do Cromossomo 9 e este, por sua vez, doa um 
pedago menor para o Cromossomo 22, isso deixa o Cromossomo 22 ainda menor em tama- 
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Figura 16.24 Origem e estrutura da 
proteina Bcr-AbI (A) Mais de 95% dos 
casos de leucemia mielogenosa cronica 
(CML) exibem o cromossomo Philadelfia, 
que resulta de uma translocagao reciproca 
entre os Cromossomos 9 e 22. A regiao 
q34 do Cromossomo 9, que carrega a 
maior parte do gene ABL, e transferida para 
a regiao q11 do Cromossomo 22, 
deslocando urn segmento maior do 
Cromossomo 22 que e translocado 
reciprocamente para o Cromossomo 9. 0 
resuitado e o Cromossomo 22 truncado (i. 
e., 22q-), que muitas vezes e chamado de 
cromossomo Philadelfia (Ph^), e uma fusao 
da porgao 5' do gene A6L com a porgao 
proximal 3' do gene BCR, que 
normalmente reside no 22q11. (B) 
Dependendo da localizagao precisa do 
ponto de quebra em BCR, tres proteinas de 
fusao Bcr-AbI distintas podem ser 
formadas, as quais sao encontradas em 
ALL (leucemia linfoblastica aguda), CML e 
CNL (leucemia neutrofilica cronica). Cada 
urn desses genes de fusao BCR-ABL 
codificam para uma proteina de multiplos 
domlnios (e assim, multifuncional). (A partir 
de A.S. Advani and A.M. Pendergast, Leak. 
Res. 26:713-720, 2002.) 
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nho; este resto do 22 mais o pequeno segmento translocado e Ph'; veja a Figura 16.24A.) A 
aberragao cromossomal - claramente a conseqiiencia de uma mutagao somatica — foi propos- 
ta como uma causa em potencial dessa malignidade. Como mencionado antes, agora sabe- 
mos que essa translocagao em particular esta presente em mais de 95% dos casos de CML. 

Os genes que foram fusionados por essa translocagao permaneceram desconhecidos por outra 
decada. Finalmente, em 1982, biologos moleculares descobriram que ABL, o homologo humano 
da oncoprotema c-abl de camundongo, participa diretamente dessas translocagoes cromossomais, 
tornando-se fusionado com um segundo gene, ainda desconhecido. Logo observou-se que os 
pontos de quebra desse outro gene (os si'tios do cromossomo nos quais ele se fusiona ao gene ABL) 
estavam espalhados por varias quilobases de DNA, gerando o nome “regiao de ponto de quebra de 
grupamento” {breakpoint cluster region) ou simplesmente BCR. Na verdade, tr& proteinas de 
fusao distintas surgem pela inclusao de proteinas Bcr de varies tamanhos no N-terminal das 
proteinas de fusao com quase toda a proteina Abl no C-terminal (Figura 16.24). Como indicado 
na figura, as diferentes proteinas de fusao tendem a ser associadas a tipos distintos de leucemia. 

Dentro dos dois anos da sua descoberta, foi observado que a proteina Bcr-Abl funciona como 
uma tirosina cinase ativada constitutivamente. A esse respeito, ela funciona como a oncopro- 
teina Abl do virus Abelson da leucemia de camundongo. O genoma desse retrovirus carrega 
um oncogene abl derivado do proto-oncogene correspondente que reside no genoma do 
camundongo normal. 
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Em 1990, um cDNA que codifica para a protema de fusao Bcr-Abl foi introduzido em um 
vetor retroviral, e entao foi observado que o virus resultante induz uma leucemia em camun- 
dongos que se parece muito com a CML de humanos. Como na doen^a humana, essa leuce¬ 
mia envolve grandes mimeros de granulocitos totalmente diferenciados no sangue. Sob cer- 
tas condi^oes, a leucemia murina, como a sua contraparte humana, progrediu para uma 
“crise blastica”, envolvendo o aciimulo de celulas imaturas das linhagens linfoide ou mieloide 
(veja a Figura 12.4). Essas observa^oes nos camundongos representaram a primeira prova 
formal de que a protema de fusao Bcr-Abl funciona como a for^a motiva central da leucemo- 
genese em CML. 

Infelizmente, essa demonstra^ao do papel critico da Bcr-Abl nao revelou nada sobre o meca- 
nismo pelo qual ela funciona. A complexidade confusa da sinaliza^ao por Bcr-Abl e indicada 
pelo arranjo diverso dos dominios estruturais e funcionais nas duas proteinas contribuintes 
(veja a Figura 16.24B). Ao todo, os dominios presentes nessa proteina de fusao permitem 
ativar a via Ras, a via PI3 cinase-Akt/PKB, a via Jak-STAT e os fatores de transcri^ao, incluin- 
do Jun, Myc e NF-kB. Alem disso, a proteina Rac semelhante a Ras, que regula atividades 
diversas como migra 9 ao celular, sobrevivencia e prolifera^ao, e ativada, como sao as duas 
tirosinas cinases nao-receptoras, Hck e Fes (nao-mostrado). Essas varias associa 96 es permi¬ 
tem que a proteina Bcr-Abl estenda o seu alcance para quase todos os circuitos reguladores 
que governam a prolifera^ao e sobrevivencia celular. 

Apesar dessa complexidade, foi observado que o dominio tirosina cinase da Bcr-Abl, deriva- 
do a partir da proteina proto-oncogene Abl, e um elemento-chave na leucemogenese. Por 
exemplo, altera 96 es sutis da proteina Bcr-Abl que inativaram a sua atividade catalitica de 
tirosina cinase levaram a perda total da sua fun^ao transformante. No inicio dos anos 1990, 
um programa de pesquisa foi iniciado para desenvolver antagonistas da atividade tirosina 
cinase de Bcr-Abl, de baixo peso molecular. Surgiu uma droga, denominada de formas varia- 
das — mesilato de imatinib, STI-571, Glivec e Gleevec (veja a Figura 16. lOA) - que era capaz 
de se ligar a fenda catalitica da tirosina cinase de Bcr-Abl. Como e o caso com todas as outras 
cinases dessa familia, a fenda esta localizada entre os dois principais lobos da proteina cinase 
(veja a Figura 16.10B). 

Mesmo que o dominio cinase de Abl compartilhe cerca de 42% de identidade de ami- 
noacidos com um grande mimero de outras cinases, foi observado que os efeitos inibito- 
rios do Gleevec sobre Bcr-Abl eram relativamente especificos (veja a Figura 16.15). Sub- 
seqiientemente foi observado que outras quatro tirosinas cinases - aquelas pertencentes 
aos receptores PDGF (a e (3) e Kit, assim como a proteina Arg (gene relacionado a 
Abelson) — tambem eram inibidas por Gleevec. Como conseqiiencia, essa droga, quando 
utilizada em concentrafoes terapeuticas, parece ter como alvo apenas 4 das 90 tirosinas 
cinases humanas. Como a maioria dos outros inibidores de cinase, a molecula de Gleevec 
se associa com o bolsao de liga^ao a ATP do dominio cinase de Abl (veja a Figura 16.16). 
Enquanto outros inibidores de cinase bloqueiam a liga^ao de ATP nessa fenda, Gleevec 
funciona de forma diferente: ele se liga e estabiliza uma conforma^ao cataliticamente 
inativa dessa enzima. 

Esse sucesso com Gleevec encorajou varios outros esfor 9 os para criar antagonistas de baixo 
peso molecular de cinases, que se observou terem certas vantagens terapeuticas quando com- 
parados com anticorpos monoclonais anti-receptores (Tabela 16.3). Alem disso, esse sucesso 
incentivou quimicos farmaceuticos a tentar fazer inibidores de tirosinas cinases estritamente 
especificos, alguns dos quais tern demonstrado uma especificidade extraordinaria. 

Por 1996, foi observado que o Gleevec era capaz de inibir o crescimento de celulas CML in 
vitro, enquanto nao tinha efeito sobre celulas normals da medula ossea. Mais especificamen- 
te, a prolifera^ao de celulas dependentes de Bcr-Abl poderia ser inibida a concentra^oes de 
droga tao baixas quanto 40 nM, indicando uma alta afinidade do Gleevec pela fenda catali¬ 
tica do dominio tirosina cinase. (Celulas que dependem de Bcr-Abl para sobreviver podem 
ser for^adas a entrar em apoptose pela inibi^ao da fun^ao de cinase de Abl pelo Gleevec.) Os 
testes clinicos iniciais, iniciados em 1998, revelaram remissoes da doen^a em todos os 31 
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Tabela 16.3 Poderes e defeitos de anticorpos anti-receptor contra inibidores de tirosina cinases de baixo peso molecular como agentes anticancer® 



Molecula pequena 

Anticorpo 

Alvo 

domlnio tirosina cinase 

receptor ectodomlnio 

Especificidade 

+ + -I- 

+ -I--I- + 

Ligagao 

a maioria e rapidamente reversivel 

receptor internalizado, regenerado apenas lentamente 

Dosagem 

oral diariamente 

intravenosa, < semanalmente 

Distribuigao nos tecidos 

mais complete 

menos completa 

Toxicidade 

erupgoes, diarreia, pulmonar 

erupgoes, alergia 

Citotoxicidade celular dependente 
de anticorpo 

nao 

possivelmente 


®Cortesia de N.J. Meropol e a partir de N. Damjanov e N. Meropol, Oncol. (Huntington) 18:479-488, 2004. 


pacientes de CML tratados, com apenas mmimos efeitos colaterais registrados, mesmo quan- 
do administrado diariamente durante varies anos. Quatro anos mais tarde, 6 mil pacientes ja 
haviam entrado nos testes clinicos com Gleevec. 

O tratamento de CML em estagio inicial (cronico) com Gleevec levou a uma resposta hema- 
tologica em 90% dos cases; analises microscopicas de esfrega^os de sangue revelaram uma 
mudan^a profunda na composi 9 ao celular do sangue (Figura 16.25A), e analises por PCR 
revelaram uma diminui^ao extraordinaria nos m'veis de mRNA de BCR-ABL nas cdulas do 
sangue (Figura 16.25B). Em 50% dos casos, o cromossomo Philadelphia translocado nao e 
mais detectado por analises carioti'picas das celulas brancas de pacientes. Cerca de 60% dos 
pacientes que ja progrediram para uma crise blastica responderam ao Gleevec, mas eles geral- 
mente reincidiram apos um pen'odo de alguns meses. 


(A) 




apos 0 tratamento 


Figura 16.25 Medida das respostas ao tratamento com Gleevec (A) Os sucessos 
do Gleevec no tratamento de pacientes com leucemia mielogenosa cronica (CML) 
pode ser avaliado a partir de analises citologicas do sangue dos pacientes. Como 
visto aqui, o tratamento com Gleevec converteu o esfregago de sangue de um 
estado no qual varias celulas de leucemia [grandes, nucleo escuro, acima) se 
parecem com aquelas nas quais apenas granulocitos normals sao visiveis (abakd) 
entre as celulas vermelhas do sangue. (B) Uma medida mais sensivel e quantitativa 
do sucesso terapeutico provem do uso de medidas quantitativas pela reagao em 
cadeia da polimerase (qPCR) do nivel do mRNA de Ber-AbI (que e inicialmente 
transcrito de forma reversa antes da amplificagao por PCR). Em um paciente nao- 
tratado (curva vermelha), 50% da amplificagao marima do gene mediada por PCR 
sao observados em torno do 29^ cicio de amplificagao genica (na qual cada cicio 
resulta na duplicagao da sequencia amplificada). Entretanto, depois do tratamento 
com Gleevec {curva azu!), um grau comparavel de amplificagao somente e 
alcangado em torno do 39s cicio (seta azul), indicando que as celulas que estao 
expressando o RNA de Ber-AbI estao presentes em um nivel que foi reduzido por 
um fator de aproximadamente 2^'’ Ensaios baseados em PCR podem detectar tao 
pouco quanto uma celula CML dentre 10^ a 10® celulas sangiilneas vermelhas 
normals. (A e B, cortesia de B.J. Druker.) 
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Estudos iniciais indicaram que os pacientes normals de fase cronica sob tratamento correm 
um risco de cerca de 10% ao ano de reincidir pela progressao para uma fase de crise de CML; 
os indices de reincidencia de pacientes recentemente diagnosticados, que em geral estao em 
um estagio inicial da progressao da doen^a, podem ser tao baixos quanto 5% ao ano. 

Os mecanismos moleculares que permitem que as celulas tumorais fmalmente escapem da 
inibifao por Gleevec sao interessantes, uma vez que eles projetam uma luz adicional sobre a 
oncoproteina Bcr-Abl e sua a^ao e, mais geralmente, revelam como as celulas cancerosas 
podem adquirir resistencia a drogas altamente especi'ficas. Analises das seqiiencias BCR-ABL 
nos tumores de pacientes com a doen^a reincidente resistente a Gleevec revelaram que 29 dos 
32 tumores abrigavam muta^oes no gene BCR-ABL-, no total, isso gerou substitui^oes de 13 
resfduos de aminoacidos distintos no dommio da cinase. (Uma outra duzia foi catalogada em 
estudos subseqiientes.) 

Algumas dessas muta^oes previnem que Gleevec se ligue a fenda catab'tica ou interferindo 
diretamente em sua ligafao ou, menos diretamente, pela cria^ao de uma mudan 9 a estereo- 
qui'mica na oncoproteina (Figura 16.26A e B). Em uma minoria de pacientes, a resistencia a 
Gleevec foi alcan 9 ada pela amplifica 9 ao do gene BCR-ABL nas suas celulas leucemicas, ge- 



curso do tratamento por Gleevec 


Figura 16.26 Aquisigao de resistencia ao Gleevec por celulas CML A 
habilidade do Gleevec em inibir a atividade de Bcr-Abl cinase altera 
dramaticamente as recidivas e a resistencia adquirida ao tratamento por 
drogas. (A) Neste case, a atividade de cinase foi medida em celulas de 
leucemia isoladas pelo grau de fosforilagao de CrkI, uma protelna que e 
um bom substrato para fosforilagao por Bcr-Abl. No inicio da terapia, a Bcr- 
Abl cinase (em celulas de leucemia cultivadas) sofreu cerca de 50% de 
inibigao na presenga de aproximadamente 0,1 pM de Gleevec em dois 
pacientes (triangulos azuis, drculos azuis). Entretanto, depois que os 
pacientes desenvolveram resistencia ao Gleevec, cerca de 8 pM de 
concentragao da droga foram necessaries para inibir a Bcr-Abl cinase de 
um paciente (triangulos vermelhos), enquanto o outro paciente era 
totalmente resistente a droga (a'rculos vermelhos). (B) A molecula de 
Gleevec e capaz de se encaixar fortemente em uma cavidade molecular 
criada, em parte, por um residue de treonina (azul) na posigao 315 da 
protelna Bcr-Abl tipo selvagem (esquerda: veja tambem a Figura 16.10C). 
Entretanto, em uma Bcr-Abl mutante encontrada em celulas de leucemia 
de um paciente resistente a Gleevec (dlrelta), esse residue de treonina foi 


substituido por uma isoleucina (marrom), que faz uma protuberancia para 
dentro da cavidade de ligagao a droga e interfere na insergao de Gleevec 
nessa cavidade. (C) 0 niiimero de copies do gene BCR-ABL nas celulas 
leucemicas de pacientes foi medido aqui usando hibridizagao fluorescente 
in situ (FISFi). Os nucleos sao visualizados em azul, as sequencias de ABL 
em vermelho e as sequencias de BCR em verde. Amarelo indica uma 
sobreposigao das sequencias de ABL e BCR, isto e, sitios do gene 
fusionado criados pela translocagao cromossomal. Os niveis do gene 
fusionado (amarelo) no inicio da terapia (esquerda) eram bastante baixos, 
mas, a medida que o tratamento iniciou (da esquerda para dlrelta), os 
niveis da protelna fusionada (e, assim, da protelna de fusao Bcr-Abl) 
aumentaram progressivamente ate que a leucemia do paciente se 
tornasse resistente ao tratamento por Gleevec. Neste paciente em 
particular, a resistencia a Gleevec foi adquirida pelas celulas tumorais 
porque a protelna de fusao se tornou superexpressa, fazendo com que a 
concentragao terapeutica normal de Gleevec nao fosse suficiente para se 
ligar e inativa-la. (A partir de M.E. Gorre, M. Mohammed, K. Ellwood et al, 
Sclenoe 293:876-880, 2001.) 
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Tabela 16.4 Resposta alterada ao Gleevec pelas oelulas de leucemia mielogenosa cronioa apos um extenso tratamento 



Numero de pacientes 
com CML analisados 

Media de ICgg do Gleevec 
para fosforiiapao de CrkI (pM) 

Escaia de ICgg do Gleevec (pM) 

Pre-tratamento 

6 

0,45 ±0,33 

0,21-1,1 

Apos recidiva 

5 

7,5 ±5,2 

2,5-14,5 

A partir de M.E. Gorre, 

M. Mohammed, K. Ellwood et al. 

Science 293:876-880, 2001. 



rando m'veis aumentados da oncoprotema que aparentemente nao poderiam mais ser inibi- 
das pelas concentra 96 es de droga usadas para tratar os pacientes (Figura 16.26C). 

Essas demonstra^oes de que a resistencia adquirida ao Gleevec (Tabela 16.4) e normalmente 
acompanhada por altera 96 es estruturais da protema Bcr-Abl ou superexpressao dela forne- 
cem provas convincentes de que a habilidade do Gleevec para evocar respostas terapeuticas 
pode ser atribui'da diretamente aos seus efeitos sobre a protelna Bcr-Abl. Essa percep^ao 
ocorreu em uma etapa anterior pela introdu^ao de muta^oes aleatorias em um vetor que 
codifica para a protema Bcr-Abl, determinando, entao, quais das formas mutantes resultan- 
tes dessa protelna eram capazes de resistir a inibi^ao por Gleevec (Figura 16.27). Tal estrate- 
gia experimental, que utiliza celulas em cultura cujo crescimento e viabilidade sao dependen- 
tes de Bcr-Abl (veja a Figura 16.17), podem, a princlpio, revelar o espectro completo de 
alterafoes estruturais de Bcr-Abl que sao capazes de restituir a sua resistencia a inibi^ao por 
Gleevec. Os resultados dessa triagem deverao ser valiosos no futuro para entender os meca- 
nismos moleculares da resistencia adquirida a drogas. 

Pesquisas subseqiientes tambem levaram a descoberta de que outros inibidores de cinases, 
incluindo uma droga originalmente desenvolvida como um antagonista de Src, sao bastante 
efetivos em baixas concentrafoes (< 10 nM) na ativa^ao de oncoprotelnas Bcr-Abl mutantes 
resistentes a Gleevec (Figura 16.28). Isso fornece esperan^a de que varios tumores resistentes 
a Gleevec possam ser efetivamente tratados, no futuro, com outros inibidores de cinases e 
que, em longo prazo, tratamentos concomitantes de pacientes com CML com varios inibi¬ 
dores reduzirao bastante a emergencia de tumores resistentes a drogas. 

A habilidade do Gleevec em tambem inibir o receptor do fator de crescimento derivado de 
plaquetas (PDGF-R) sugere que, um dia, ele possa ser util no tratamento de outros tipos de 
malignidades tambem. Por exemplo, foram encontradas muta^oes nos genes que codificam 
para PDGF-Ra e RP em varias doen^as mieloproliferativas cronicas, isto e, condi^oes en- 
volvendo nlveis elevados na circula 9 ao de um ou outro tipo de celula que surge da linhagem 
mieloide da hematopoiese (veja a Figura 12.4). Realmente, pacientes que sofrem de uma 
dessas doen^as — slndrome hipereosinofllica — tern mostrado uma resposta completa apos o 
tratamento com Gleevec, com o desaparecimento virtual dos seus eosinofilos. 

PDGF-RP e superexpressado em cerca de 85% dos meduloblastomas metastaticos, mas nao 
em tumores nao-metastaticos desse tipo. As celulas nesses crescimentos mais agressivos pare- 
cem contar com uma al^a autocrina de PDGF- PDGF-R para direcionar a sua mobilidade e 
prolifera^ao. Esse tipo de cancer comumente afeta crian^as, e os meios terapeuticos para 
trata-lo tern sido muito confmados a radioterapia, que tern serios efeitos colaterias neurolo- 
gicos em longo prazo. Em geral, a angiogenese em uma ampla variedade de tipos tumorais 
depende, em parte, do recrutamento de pericitos mediado por PDGF por suas celulas endo- 
teliais vizinhas (veja a Figura 13.47). Gomo conseqiiencia, protocolos terapeuticos futures para 
tratar esses tumores solidos podem envolver Gleevec ou agentes que atuem de forma similar. 

Os efeitos do Gleevec sobre uma terceira tirosina cinase - o receptor Kit — tambem o faz um 
agente atrativo para atacar tumores do estroma gastrintestinal (GISTs), um tumor relativamente 
incomum para o qual poucas op 96 es terapeuticas tern estado dispomVeis. O receptor Kit e tipica- 
mente mutado nesses canceres e parece representar a for^a mitogenica inicial nas celulas tumorais 
(veja a Figura 5.18). Em um estudo, respostas envolvendo a regressao clara do tumor foram 
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observadas em quase 70% dos pacientes tratados (veja a Figura 16.29). Em 2005, SU11248 - um 
segundo inibidor da fun^ao de tirosina cinase Kit - foi aprovado pelo FDA para o tratamento de 
GISTs, incluindo aquelas que desenvolveram uma resistencia aos efeitos antitumorais do Gleevec. 
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Figura 16.27 Triagem in vitro para formas 
mutantes de Bor-AbI resistentes a Gleevec 
Uma estrategia para detectar variantes de 
Bcr-AbI envolve celulas em cultura, como 
as celulas BaF3 descritas na Figura 16.17, 
cuja sobrevivencia continua pode ser 
dependente da presenga de uma 
oncoproteina Bcr-AbI funcionalmente ativa. 
Quando tais celulas expressando Bcr-AbI 
sao tratadas com Gleevec, elas sao mortas 
por causa da sua dependencia da 
sinalizagao continua por Bcr-AbI. (A) Um 
clone de cDNA expressando a proteina 
BCR-ABL do “tipo selvagem" (I. e., o 
produto direto da translocagao 
cromossomal) pode ser mutado pela 
passagem pela bacteria E. coli, que e 
altamente inclinada a erros na replicagao 
de DNA e, assim, gera variantes mutante 
da sequencia BCR-ABL introduzida, 
originada no plasmideo. A colegao 
resultante de clones expressando Bcr-AbI 
mutados aleatoriamente e entao 
introduzida, via um vetor retroviral, nas 
celulas BaF3, que sao entao expostas a 
Gleevec. As raras celulas que resistiram a 
morte por Gleevec sao entao isoladas, ou 
em garrafas de cultura ou como colonias 
em placas de agar, e a sequencia da 
proteina BCR-ABL mutantes que conferiu 
resistencia a Gleevec e determinada. (B) 
Quando as proteinas BCR-ABL mutante 
resistentes a Gleevec foram analisadas, foi 
observado que varies apresentavam uma 
liinica substituigao de residue de 
aminoacido localizada pelo dominio Abl 
cinase da oncoproteina Bcr-AbI. As partes 
“frontal" e “posterior” do dominio da Abl 
cinase sao mostradas aqui, juntamente 
com os sitios desses residues mutantes e 
as identidades dos residues de 
aminoacidos normalmente presentes. 
Surpreendentemente, as mutagoes 
individuals, cada qual conferindo 
resistencia a Gleevec, alteram residues em 
varies sitios do dominio ABL, indicando que 
as celulas da CML tern multiplas opgoes 
para desenvolver resistencia a drogas. 
Varies desses residues mutantes sao 
encontrados no lado de Abl, oposto a fenda 
catalitica (esquerda)', alguns desses 
residues (vermeiho) participam de 
interagoes entre o dominio da cinase (i. e., 
SFI1) e os domlnios SFi2 e SFI3 de Abl (nao- 
mostrado). Varies outros sitios de mutagoes 
{azul) encontrados em qualquer outro lugar 
no dominio da cinase produzem resistencia 
a droga por mecanismos pouco 
conhecidos. Esta triagem in vitro para 
mutantes Bcr-AbI resistentes a Gleevec 
revelou a maioria daqueles descobertos em 
pacientes, mais varies outros que ainda 
nao foram documentados em pacientes ate 
agora. (A partir de M. Azam, R.R. Latek and 
G.Q. Daley, Ce// 112:831-843, 2003.) 
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Figura 16.28 Inibidores reserva de Bor-AbI 
para pacientes com tumores resistentes a 
Gleevec 0 fato de pacientes na fase aguda 
(crise blastica) de CML frequentemente 
desenvolverem resistencia a Gleevec (veja, 
por exempio, a Figura 16.26) estimulou o 
desenvolvimento de inibidores alternativos da 
tirosina cinase Abl. Urn desses inibidores, 
AMN107, esta mostrado aqui {modelo de 
espago preenchido amarelo, figura em bastao 
cor de laranja) em complexo com o dominio 
tirosina cinase de Bcr-AbI, no qual tambem 
estao indicados os sitios de varies 
substituigoes de aminoacidos encontradas 
nas formas mutantes de Bcr-AbI descobertas 
nos tumores resistentes a Gleevec de 
pacientes. (0 numero de esferas coloridas 
em urn sitio indica o numero de &omos 
presentes na cadeia lateral do amlnoacldo 
substituido.) Formas mutantes de Bcr-AbI 
resistentes a Gleevec que tern areas de 
substituigoes de aminoacidos com esferas 
vermelhas sao altamente sensivels a inibigao 
por AMNIO?. Urn mutante de Bcr-AbI com 
substitulgao de amlnoacldo no sitio indicado 
com esferas cor de laranja (I. e., F359) mostra 
sensibllidade moderada a Inibigao por 
AMN107, enquanto varlantes mostrando 
balxa sensibllidade a inibigao por AMN107 
carregam substituigoes de aminoacidos 
mostrados em verde-claro (p. ex., Y253). Uma 
forma mutante de Bcr-AbI resistente a 
Gleevec e tambem totalmente resistente a 
AMN107 {esferas azuis, residue T315). 

(“M244’’ indica que o residue normalmente 
presente na posigao 244, que pode ser 
valina, nao-mostrado, foi substituido por uma 
metionina; etc.) (A partir de T. 0'Flare, D.K. 
Walters, E.R Stoffregen et al., Cancer Res. 
65:4500-4505, 2005.) 


Figura 16.29 O uso de Gleevec para tratar 
tumores do estroma gastrintestinal 0 fato de 
que 0 Gleevec tambem mostra atividade 
inibitoria contra a fungao de tirosina cinase do 
receptor Kit sugere que ele possa ser util 
contra tumores do estroma gastrintestinal 
(GISTs), nos quais receptores Kit mutantes 
ativos de forma constitutiva sao comumente 
encontrados. Como visto aqui, este GIST do 
paciente {massa vermelha, regiao peh/ica, 
imagem da esquerda), que foi visualizado por 
causa da ingestao de urn analogo de glicose 
marcado, respondeu dramaticamente ao 
tratamento com Gleevec {imagem da direita). 
(A marcagao residual apos o tratamento 
reflete o acumulo de corante marcado na 
bexiga do paciente.) Infelizmente, com o 
passar do tempo, a maioria dos GISTs 
desenvolvem resistencia a Gleevec, de forma 
que 2,5 anos depois de iniciar o tratamento, 
cerca de 75% dos tumores nao mais 
respondem bem ao tratamento com Gleevec. 
(Cortesia de G.D. Demetri.) 
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Alem disso, completamente inesperado, a utilidade do Gleevec (e, portanto, de outros inibidores 
de cinase que atuam de forma similar) pode ocasionalmente ser estendida muito alem do trata¬ 
mento das malignidades descritas aqui. 

O claro sucesso de Gleevec representou a primeira validagao para que o desenho racional de 
drogas pudesse ter sucesso na produgao de agentes que sao muito liteis para tratar varies tipos de 
cancer humane. O fato de que o Gleevec interfere em multiplas tirosinas cinases foi inicialmente 
visto como uma desvantagem dessa droga, uma vez que se receava que essa atividade mais ampla 
levasse a efeitos colaterais nao-aceitaveis. Entretanto, com a passagem do tempo, esta ficando cada 
vez mais claro que esses efeitos em multiples alvos podem se provar uteis para o tratamento de 
certas malignidades. Assim, a viabilidade e proliferagao de varies tumores depende das agoes coor- 
denadas de multiplas tirosinas cinases, e a habilidade de atacar varias dessas simultaneamente pode 
um dia vir a conferir grandes vantagens terapeuticas. 
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celulas amplificadoras transitorias 


Infelizmente, a existencia de celulas-tronco tumorais limita a utilidade do Gleevec. Lembre 
que a pesquisa sobre canceres humanos, incluindo tumores hematopoieticos, carcinomas de 
mama e tumores de cerebro, revelou que essas celulas-tronco tumorais freqiientemente cons- 
tituem apenas uma pequena proporpao (« 5%) das celulas neoplasicas nesses tumores, e que 
a sua existencia pode apenas ser revelada por testes biologicos da sua habilidade em format 
tumores ou pelo uso do separador celular ativado por fluorescencia (FACS; Sepao 11.6). 
Como acontece, Gleevec e bastante potente em matar celulas leucemicas que estao ciclando 
ativamente (i. e., as celulas “amplificadoras transitorias” ou “progenitoras”). Entretanto, a 
maioria das celulas na populapao de celulas-tronco neoplasicas, que esta fora do ciclo celular 
ativo em qualquer ponto linico no tempo, tern provado ser bastante resistente ao tratamento 
com drogas. Conseqiientemente, apos a parada do tratamento, tais celulas-tronco do cancer 
podem reingressar no ciclo de crescimento e divisao e regenerar a progenie amplificadora 
transitoria, levando ao crescimento de um tumor novamente e recidiva cllnica (Figura 16.30). 
Isso parece explicar por que o tratamento com Gleevec necessita ser cronico e por que, no 
futuro, o desenvolvimento de drogas precisa ser focalizado em agentes que ataquem no cen- 
tro dos tumores, destruindo as suas celulas-tronco (Barra lateral 16.2). 


Figura 16.30 0 papel das celulas-tronco 
tumorais na resposta a tratamentos 
anticancer Enquanto a prova ainda esta 
fragmentaria, parece que, em varies 
tumores, uma pequena proporgao da 
populagao de celulas neoplasicas e 
composta de celulas-tronco tumorais que 
se auto-renovam (cinza). Isso gera a massa 
de celulas cancerosas nos tumores {cor-de- 
rosa), que tern varies das propriedades de 
celulas progenitoras normals ou 
amplificadoras transitorias. Se, como e o 
caso do Gleevec, uma terapia anticancer 
resulta na deplegao das celulas 
neoplasicas amplificadoras transitorias sem 
eliminar as celulas-tronco tumorais, entao 
as ultimas podem regenerar o tumor logo 
depois que a terapia e parada. 


16.12 Antagonistas aos receptores EGF podem ser uteis para 
tratar uma grande variedade de tipos de tumores 

A proposta inicial de desenvolver o Gleevec foi recebida com uma consideravel resistencia 
pela companhia farmaceutica na qual ele teve origem, simplesmente porque o mercado para 
essa droga era julgado muito pequeno para justificar os altos custos para o seu desenvolvi- 


Barra lateral 16.2 Celulas-tronco cancerosas complicam muito a ava- 
liagao das terapias anticancer A existencia de celulas-tronco cancerosas 
em varios tumores solidos tern profundas implicagoes na avaliagao de 
varios tipos de tratamentos anticancer. Por exemplo, se uma droga can- 
didata e capaz de eliminar as celulas-tronco de um tumor enquanto 
deixa a massa de celulas cancerosas Intacta, a massa tumoral pode pri- 
meiramente parecer nao-afetada pelo tratamento e comegara a enco- 
Iher-se lentamente apenas quando essas cUulas amplificadoras transito¬ 
rias entrarem gradualmente em senescencia e morrerem nas semanas 
ou meses seguintes. Embora uma droga como essa possa ter tido suces- 
so em levar um tumor a morte, ela pode ser julgada como sem valor 
para um posterior desenvolvimento devido a essas respostas mmimas 
iniciais ao tratamento. 

Na verdade, rituximab, o anticorpo monoclonal anti-CD20 que e 
usado para tratar tumores de celulas B (Segao 15.20), mostra exata- 
mente este comportamento: ele elimina as celulas-tronco tumorais de 
mielomas miiltiplos, mas nao as celulas secretoras de anticorpos mais 
diferenciadas, muito mais abundantes, que formam massa do tumor. 


(Felizmente, no im'cio do seu desenvolvimento, observou-se que o ritu¬ 
ximab era eficaz para tratar uma ampla variedade de tumores da linha- 
gem de linfocitos B, e por isso, ele foi aprovado para ser desenvolvido e 
introduzido na cli'nica.) 

De modo oposto, drogas candidatas que matam apenas as cdulas am¬ 
plificadoras transitorias criam a ilusao de sucesso: enquanto um tumor en- 
colhe substancialmente em resposta ao tratamento, ele ira recomegar rapi- 
damente uma vez que o tratamento for cessado (veja a Figura 16.30). Isso 
as vezes e chamado de “efeito dandelion” (ou dente de leao), referindo-se ao 
rapido ressurgimento de ervas daninhas em um campo apos a ceifa, que 
corta as suas folhas, mas deixa as suas raizes intactas. 

Apesar de tudo, se uma droga como o Gleevec tern sucesso em 
gerar remissoes cllnicas que sao duradouras durante varios anos, a sua 
incapacidade de matar as celulas-tronco de CML pode representar uma 
limitagao aceitavel. De qualquer forma, Gleevec representa o principal 
triunfo no desenvolvimento de drogas anticancer, pois e muito supe¬ 
rior a todos os tratamentos alternativos dessa doenga, de outra forma 
inexoravelmente progressiva. 
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mento e testes na clmica. O mesmo nao pode set dito para a classe de drogas desenhadas para 
inibir o receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-R). Carcinomas sao tumores co- 
muns, e acredita-se que esse receptor tenha um papel-chave no desenvolvimento de pelo 
menos um ter^o deles, sendo freqiientemente superexpresso. 

Foi observado que ao menos seis ligantes distintos relacionados a EGF, incluindo o proprio 
EGF, se ligam e ativam o EGF-R. Isso significa que, mesmo naqueles carcinomas nos quais o 
EGF-R esta presente, mas nao superexpresso, ele pode, apesar de tudo, emitir sinais oncoge- 
nicos cn'ticos pela a^ao de al 9 as ativas de sinaliza 9 ao autocrina ou paracrina dirigidas pela 
presen^a de um ou mais dos seus ligantes. Alem disso, nos carcinomas de mama que superex- 
pressam o recepetor HER2/Neu, as a 96 es oncogenicas dessa protei'na podem depender da 
sua habilidade para formar heterodi'meros com seu primo, o EGF-R; em tais heterodi'meros, 
o EGF-R pode fosforilar HER2/Neu, ativando assim a sinaliza 9 ao pelo ultimo. 


Figura 16.31 Iressa e Tarceva (A) Os dois 
antagonistas do receptor de fator de 
crescimento epidermal (EGF-R) sao 
construidos a partir de um esqueleto 
comum de anilinoquinazolina, que confere 
a eles uma afinidade ao sitio de ligagao de 
ATP do receptor tirosina cinase. Os grupos 
quimicos laterals que estao ligados a esse 
esqueleto tern efeitos biologicos, uma vez 
que as duas drogas tern eficacias 
diferentes no tratamento de, por exempio, 
carcinomas pulmonares de celulas nao- 
pequenas (NSCLCs). (B) Iressa, tambem 
chamada de ZD1839, se liga a uma regiao 
muito similar da tirosina cinase de EGF-R, 
como faz o Tarceva (veja a Figura 16.14). 
Uma vista ampliada {esquerda) do sitio de 
ligagao da droga do dominio da tirosina 
cinase de EGF-R (direita) e mostrada aqui, 
com a molecula da droga mostrada como 
uma figura em bastao colorida. Essa 
ligagao e tao forte que 50% da inibigao da 
atividade da enzima TK sao conseguidos 
com uma concentragao de cerca de 0,030 
(iM. (B, cortesia de A.C. Kay, AstraZeneca.) 


Os inibidores melhor caracterizados da tirosina cinase de EGF-R sao as drogas Iressa, tambem 
conhecida como gefitinib e ZD 1839, e Tarceva, tambem chamada de erlotinib e OSI-774 (Figura 
16.3lA). As duas drogas tern propriedades muito similares, mas nao identicas, e ambas foram 
mencionadas em varias segoes anteriores neste capitulo. Essas duas drogas atuam pelo bloqueio do 
si'tio de ligagao a ATP da cinase associada ao receptor (Figura 16.31B; veja tambem a Figura 16.14). 

Uma vez que as celulas cancerosas sao privadas da sinalizagao por receptores pela inibigao do 
EGF-R, elas deveriam perder o privilegio dos fortes sinais mitogenicos e antiapoptoticos 
emitidos por esse receptor. Por exempio, em varies tipos de celulas epiteliais, o disparo con¬ 
tinue de EGF-R sustenta a expressao de Bcl-X^^ (o primo potencialmente antiapoptotico de 
Bcl-2) e, atuando via MAPK, dirige a fosforilagao e a inativagao funcional, acompanhante, 
da protelna pro-apoptotica Bad. 

Gomo Iressa e Tarceva tern como alvo um receptor da superflcie celular, a sua utilidade terapeutica 
deve ser comparada com aquela dos anticorpos monoclonais que tambem afetam o seu receptor 
(Barra lateral 15.4). Em principle, esses compostos de baixo peso molecular deveriam ser capazes 
de penetrar em todos os interstlcios de um tumor solido, incluindo aqueles em que as moleculas 
de anticorpos, muito maiores, podem ter problemas no acesso (Tabela 16.3). Alem disso, normal- 
mente e muito mais facil e de menor custo produzir compostos de baixo peso molecular em escala 
industrial do que gerar grandes quantidades de anticorpos monoclonais. 
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Agora existem outras possfveis vantagens de inibidores de tirosinas cinases de baixo peso 
molecular. For exemplo, como lemos, em varios carcinomas humanos, formas truncadas de 
EGF-R, que nao tern o ectodommio normalmente presente, sao expressas; esses EGF-Rs 
mutantes podem sinalizar de maneira constitutiva independente de ligante e, por isso, po- 
dem funcionar como oncoprotemas potentes (Figura 5.11). Similarmente, cerca da metade 
dos gliomas de alto grau (i. e., avan^ados), chamados glioblastomas multiformes (GBM), 
exibem superexpressao de EGF-R, e, desses, cerca de 40% apresentam uma forma do recep¬ 
tor que nao tern os ectodommios especificados pelos &ons 2 ate o 7 da seqiiencia codificante 
de EGF-R. Tais receptores decapitados nao podem ser ligados pelos anticorpos monoclonais 
(MoAbs) que foram desenvolvidos para reconhecer epitopos antigenicos presentes no ecto¬ 
dommio da protei'na receptora normal. Entretanto, essas aberra^oes nao deveriam desviar os 
inibidores de baixo peso molecular de tirosina cinase, que tern como alvo o domi'nio citoplas- 
matico emissor de sinal do receptor. 

Pesando contra essas drogas, estao as suas propriedades farmacocineticas: compostos como 
Iressa podem ter tempos de vida na circula^ao que sao freqiientemente medidos em boras ou 
dias, enquanto os anticorpos monoclonais podem persistir por semanas na circula 9 ao. Como 
e o caso com todos os agentes como esse, medidas extensivas da concentra^ao em estado 
estacionario do Iressa na circula^ao foram adquiridas com o objetivo de assegurar uma dosa- 
gem adequada para as cdulas tumorais in vivo (Figura 16.32). Quando tomadas diariamente, 
foi observado que as concentra^oes efetivas eram mantidas com meias-vidas da droga de 40 
boras ou mais. 

Iressa tern uma atividade cerca de 50 vezes mais potente contra tirosinas cinases associadas a 
EGF-R do que contra intimeras outras tirosinas cinases que foram testadas (veja, por exem¬ 
plo, a Figura 16.16B), e o seu uso inicial na oncologia cb'nica foi razoavelmente encorajador. 
Nos primeiros testes cb'nicos, 10% dos pacientes com carcinomas pulmonares de celulas nao- 
pequenas (NSCLCs) mostraram respostas parciais a droga, incluindo a estabiliza^ao do cres- 
cimento tumoral da doen^a; esses pacientes tiveram a tendencia de serem mulberes, nao- 
fumantes e com o subtipo bronquioalveolar de cancer de pulmao. Um estudo paralelo no 
Japao observou um I'ndice muito mais alto (27%) de respostas parciais a Iressa; essa diferen^a, 
que continua a ser observada, parece representar uma diferen^a na constitui^ao genetica das 
popula^oes japonesa e branca. (Os tumores classificados como NSCLCs tern representado 
doen^as diflceis de serem tratadas, uma vez que 15% dos pacientes sobrevivem durante cinco 
anos apos o diagnostico inicial.) 
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Figura 16.32 Farmaoocinetica do Iressa Em 
um teste de Fase I do Iressa, 
concentragoes da droga em estado 
estacionario no plasma foram alcangadas 
depois de sete dias de dosagem diaria. 
Fiouve uma variabilidade substancial entre 
os pacientes nas concentragoes de estado 
estacionario alcangadas pelas doses 
diarias diferentes {circulos vermelhos): a 
media geometrica da concentragao dentro 
desse grupo esta indicada pelos circulos 
azuis. A concentragao de Iressa necessaria 
para inibir 90% da proliferagao das celulas 
KB do carcinoma epidermdide humano (i. 
e., ICgo) crescidas in vitro e dada pela linha 
pontilhada (—100 ng/mL). Portanto, ate 
mesmo a minima dose clinica administrada 
produziu concentragoes medlas mais alias 
no plasma. Doses diarias de 250 e 500 mg/ 
dia (setas) foram, por fim, escolhidas para 
os testes subsequentes de Fase II. (A partir 
de R.S. Flerbst, A.M. Maddox, M.L. 
Rothenberg et at, J. Ctin. Oncol. 20:3815- 
3825, 2002.) 
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Esses resultados foram gratificantes, mesmo por terem apenas representado respostas claras 
em pacientes que de outra forma teriam poucas, se alguma, alternativas de tratamento. En- 
tretanto, as a 96 es sinergisticas esperadas de Iressa com agentes quimioterapeuticos padrao 
nao proveram qualquer vantagem na sobrevivencia sobre a quimioterapia-padrao sozinha 
para o tratamento de tumores NSCLC, que constituem quase 80% dos casos de cancer de 
pulmao nos Estados Unidos. Quando utilizado sozinho, Tarceva (mas nao Iressa) aumentou 
o tempo de sobrevivencia geral dos pacientes cujos NSCLCs se tornaram refratarios ao trata¬ 
mento por drogas quimioterapeuticas padrao. 

Algumas li^oes importantes foram aprendidas a partir desses testes iniciais, as quais podem 
melhorar as respostas em testes clmicos subseqiientes dessas e de outras drogas similares: 
primeiro, a contribui 9 ao especifica do EGF-R para o crescimento do tumor sob tratamento 
nao foi documentada. Portanto, indices de resposta muito maiores podem ter resultado a 
partir da estratifica^ao dos pacientes de NSCLC e limitado o uso de Iressa apenas para aque- 
les tumores que tern assinaturas moleculares especificas. 

Segundo, a possivel contribui^ao de outras proteinas mutantes para a sinaliza^ao mitogenica 
e antiapoptotica nao foi avaliada. Existe evidencia, por exemplo, de que tumores negativos 
para PTEN (que tern a via da cinase PI3 hiperativa; veja a Se^ao 6 . 6 ) nao respondem a Iressa, 
e de que inibidores de Akt/PKB (o beneficiario downstream da inativa 9 ao de PTEN) podem 
agir sinergisticamente com Iressa e parar o crescimento tumoral. Terceiro, relativamente pou- 
cos estudos pre-clinicos foram realizados com o objetivo de otimizar a dosagem e a progra- 
ma 9 ao do tratamento com essa droga. 

Em 2004, quatro anos depois que os resultados dos testes clinicos iniciais com Iressa foram 
reportados pela primeira vez, duas colabora 96 es de pesquisa em Boston forneceram indepen- 
dentemente uma explica 9 ao molecular para as respostas observadas ao Iressa. Previamente, o 
estado do receptor EGF em celulas NSCLC foi avaliado, determinando se ele era superex- 
presso e se estava presente na forma truncada, ativa de maneira constitutiva, como e o caso 
dos glioblastomas humanos. Entretanto, nos estudos de 2004, investigadores fizeram o se- 
qiienciamento detalhado das fases de leitura do gene que codifica para EGF-R nos pacientes 
de NSCLC que foram tratados com Iressa. 

Muito dramaticamente, foi observado que quase todo o pequeno grupo (-10% do total) de 
pacientes de NSCLC que responderam bem ao tratamento com Iressa (Figura 16.33A) pro- 
duzia celulas tumorais que apresentavam EGF-R alterados estruturalmente. Tais receptores 
mutantes nao foram encontrados entre os tumores que falharam em responder a Iressa, in- 
cluindo aqueles que expressaram niveis elevados desse receptor. As muta 96 es responsaveis 
criaram substitui 96 es de aminoacidos e pequenas dele 96 es nos dominios cinase (Figura 
16.33B), em vez de dele 96 es maiores do ectodominio do receptor, tipicamente encontradas 
nos glioblastomas. Similarmente, os tumores em 5 dos 7 pacientes que responderam ao tra¬ 
tamento com Tarceva expressaram tais receptores mutantes. Por razoes desconhecidas, esses 
receptores mutantes mostraram padroes distintos de fosforila 9 ao da tirosina das suas caudas 
C-terminais (Se 9 ao 6.3) e estimularam seletivamente as vias Akt/PKB e STAT5 downstream, 
deixando a via de sinaliza 9 ao MAPK sem ser afetada. 

Essas observa 96 es forneceram evidencias convincentes de que EGF-R teve um papel prin¬ 
cipal em direcionar o crescimento desse pequeno grupo de tumores. Alem disso, eles 
demonstraram o valor da estratifica 9 ao (i. e., subclassifica 9 ao) de tumores usando mar- 
cadores moleculares quando tratavam popula 96 es de pacientes com terapeuticos mole¬ 
culares especi'ficos, como Iressa e Tarceva. Entretanto, esses experimentos nao revelaram 
por que Iressa e Tarceva tiveram efeitos tao fortes sobre esses tumores em particular (mas 
veja a Barra lateral 16.3). 

Ainda, virtualmente todos esses sucessos tiveram vida curta, e a maioria dos pacientes reinci- 
diu em 6 a 18 meses, tendo desenvolvido resistencia ao tratamento com a droga. Isso ressalta, 
mais uma vez, a necessidade de agentes alternativos para tratar receptores resistentes a drogas 
e da terapia com miiltiplas drogas, nas quais varias drogas com efeitos sinergi'sticos sao apli- 
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cadas simultaneamente. Na verdade, varias moleculas de drogas que sao distintas estrutural- 
mente das anilinoquinazolinas (Figura 16.31A) sao capazes de desligar os EGF-Rs resistentes 
a Iressa e Tarceva, fornecendo esperan^a para aqueles pacientes que reincidiram apos um 
tratamento prolongado com uma ou outra dessas duas drogas. 


16.13 Inibidores de proteassomas geram beneftcios terapeuticos 
inesperados 

O acaso tern um papel proeminente nao-comum no mundo da descoberta das drogas. Em 
uma ocasiao, o desenvolvimento de uma droga anticancer e langado como parte de um pro- 
grama de desenho racional de drogas e, no final das contas, gera um agente que se revela 
altamente litil, embora por razoes absolutamente nao-relacionadas aquelas que inspiraram o 
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Figura 16.33 Responsividade dos NSCLCs ao tratamento com iressa (A) 
Uma minoria de pacientes com cancer pulmonar de celulas nao-pequenas 
(NSCLCs) refratario - tumores que faiharam na resposta ou nao 
respondem mais a quimioterapia-padrao - mostraram uma resposta 
dramatica ao tratamento com iressa. Essas imagens de raios X por 
tomografia computadorizada reveiaram uma grande massa no puimao 
direito (a esquerda) de um paciente que sofreu uma dramatica regressao 
depois de seis semanas de tratamento com iressa (a direita). (B) Foi 
observado que uma proporgao substancial de NSCLCs que responde ao 
tratamento a Iressa carrega mutagoes no gene que codifica para o EGF-R 
que afetam o dominio citopiasmatico do receptor e incluem tanto delegoes 
(“del") como mutagoes pontuais. Essas alteragoes na estrutura de EGF-R 
desregulam e ativam a fungao de tirosina cinase do receptor, estimulando, 
com isso, as vias de sinalizagao Akt/PKB e STAT downstream, que 
protegem essas celulas tumorais da apoptose. (C) Finalmente, pacientes 


com alguma das mutagoes indicadas retornam da terapia com Iressa ou 
Tarceva. Como e o caso com a resistencia adquirida ao Gleevec (veja a 
Figura 16.26B), os EGF-Rs nesses pacientes NSCLC frequentemente 
adquirem aiteragoes estruturais que bloqueiam a iigagao da droga. Aqui, 
um paciente, cujo EGF-R associado a tumor mostrou uma mutagao 
delE747-P753insS (B), beneficiou-se de uma remissao conseguida pela 
terapia com Iressa; depois de dois anos, entretanto, esse tumor cresceu 
novamente. 0 sequenciamento do gene EGF-R no tumor recidivante 
mostrou que o sitio de iigagao presente no receptor do tipo selvagem (a 
esquerda) estava parcialmente obstruido por uma substituigao de treonina 
por metionina (a direita), fazendo com que a cadeia lateral volumosa da 
metionina {esiera cor-de-laranja) bloqueasse a Iigagao de Iressa. (A e B, a 
partir de T.J. Lynch, D.W. Beil, R. Sordella et at, N. Engl. J. Med. 350:2129- 
2139, 2004; C, a partir de s. Kobayashi, TJ. Boggon, T. Dayaram et al., N. 
Engl. J. Med. 352:786-792, 2005.) 
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Barra lateral 16.3 O vicio por oncogene pode explicar como Iressa e Tarceva tiveram sucesso 
em eliminar NSCLCs Os EGF-Rs mutantes que sao encontrados em certos NSCLCs fazem que 
as celulas desses tumores em particular sejam cerca de 100 vezes mais sensi'veis ao Iressa do que os 
tumores que expressam os receptores do tipo selvagem (Figura 16.34A). Alem disso, a concentra- 
9 ao atual da droga no plasma de pacientes que estao sendo tratados diminuiu para uma escala que 
permite o funcionamento de tal inibi^ao seletiva. 

O mecanismo de “vicio por oncogene” pode explicar os efeitos seletivos de ambos os inibido- 
res de EGF-R sobre tumores que expressam EGF-Rs mutantes. O vicio por oncogene refere-se ao 
fato de que certas celulas cancerosas parecem ser particularmente dependentes de certos oncoge¬ 
nes ou oncoprotelnas para o seu crescimento e sobrevivencia, enquanto outros tumores podem 
perder esse gene ou protelna sem sofrer qualquer conseqiitocia obvia. 

Para explicar tal comportamento, podemos imaginar que alguns oncogenes sejam geralmente 
deleterios quando expressados em celulas do tipo selvagem, mas sao realmente beneficos em celu- 
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las que previamente adquiriram certos alelos mutantes. Um bom exemplo e forneddo pelo oncoge¬ 
ne myc, que tern efeitos pro-apoptoricos sobre as celulas, a menos que elas tenham sido protegidas de 
apoptose por algum outro alelo anriapoptorico previamente adquirido (p. ex., um oncogene tar); na 
presen 9 a da muta^ao antiapoptotica, os efeitos fortemente mitogtoicos do ongene myc entao se tor- 
nam aparentes. Portanto, as cdulas tumorais que carregam tanto o oncogene ras como o myc se 
comportariam como se estivessem “viciadas” na expressao de ras, uma vez que elas morreriam 
rapidamente por apoptose se estivessem desprovidas do oncogene ras. 

Conseqiientemente, no im'cio da progressao do tumor, a aquisi^ao de um certo oncogene, 
como um gene EGF-R mutante, poderia criar um meio celular que permite a aquisi^ao de outros 
oncogenes (ou perda de genes supressores de tumor) que iriam, por outro lado, ser altamente 
deleterios para as celulas tumorais. Se o receptor mutante agora e perdido, entao os efeitos delete- 
rios desses outros oncogenes, notavelmente aqueles que favorecem a apoptose, se tornariam apa¬ 
rentes e resultariam na perda rapida da viabilidade celular. 

No caso de NSCLC, aqueles tumores que carregam receptores mutantes podem vir a ficar 
dependentes dos disparos por sens EGF-Rs mutantes para sobreviver e proliferar; isto e, eles sao 
“viciados” nos receptores mutantes. De modo oposto, os NSCLCs em mimero muito maior 
expressando EGF-R do tipo selvagem podem ter desenvolvido meios alternativos para conseguir 
sinais mitogenicos e de sobrevivencia, como e, sem dtivida, sugerido pela observa^ao do disparo 
independente de receptor das vias MAPK e PI3K em alguns canceres de pulmao. 

Esse cenario tambem e sustentado por experimentos usando siRNAs para inibir a expressao 
de receptores do tipo selvagem ou mutantes: celulas NSCLC com EGF-R mutantes mortem 
rapidamente, enquanto aquelas que exibem receptores do tipo selvagem sao afetadas apenas leve- 
mente (Figura 16.34B e C). Como conseqiiencia, a morte de celulas cancerosas com EGF-Rs 
mutantes nao e devida a algo desconhecido, efeito inespeci'flco de Iressa ou Tarceva, mas, em vez 
disso, e causada diretamente pela perda dos sinais beneficos liberados por esses receptores. Alem 
disso, experimentos como esse sugerem que os inibidores de EGF-R possam ter efeitos muito 
maiores sobre os NSCLCs expressando receptores do tipo selvagem se eles sao aplicados junto 
com uma segunda droga que iniba uma outra via de sinaliza^ao redundance funcionalmente, 
como aquela controlada por PI3K. 


Figura 16.34 Efeitos de siRNAs para suprimir a expressao de EGF-R Nao esta claro por que as 
ceiulas de carcinoma puimonar de celulas nao-pequenas (NSCLC) que carregam receptores 
EGF alterados estruturaimente (veja a Figura 16.33) sao especialmente responsivas a terapia 
com Iressa ou Tarceva. (A) Quando cultivadas in vitro, duas linhagens celulares de NSCLC que 
superexpressam EGF-R estruturaimente normal (I. e., tipo selvagem) sao reiatlvamente 
resistentes ao tratamento com Iressa [cor-de-laranja, vemelho), enquanto duas linhagens 
NSCLC expressando ou uma proteina receptora com uma substituigao de aminoacido {azul) 
ou uma parcialmente deletada [verde) sao cerca de 100 vezes mais sensiveis a morte. (B) Os 
mecanismos biologicos dessas diferengas poderiam ser examinados privando-se as linhagens 
celulares de NSCLC de EGF-R pela expressao de siRNAs nessas celulas; esses siRNAs 
causam a degradagao do mRNA para EGF-R. Celulas FI358 (tres barras da esquerda) 
expressando EGF-R do tipo selvagem nao foram reiatlvamente afetadas por siRNAs 
direclonados contra todas as formas do receptor (verde) ou contra as duas formas mutantes 
(amarelo, vermelho). Entretanto, um sIRNA direclonado especificamente contra o mRNA que 
codifica para uma forma deletada do receptor (DelE746; amarelo) causou a perda da 
viabilidade em cerca de 80% das celulas NSCLC expressando esse receptor mutado 
(barras oentrais), ao passo que nao teve efeito nas celulas contendo um receptor com uma 
substituigao de aminoacido (vermelho, barras centrals). Ao contrarlo, a perda de 
viabilidade foi observada quando um sIRNA direclonado contra o receptor com a 
substituigao de aminoacido (vermelho) fol expresso em celulas que expressam esse 
receptor mutante em particular (barras da direita), mas nao quando um sIRNA direclonado 
contra o mutante com delegao foi usado. No caso de ambas as linhagens celulares 
mutadas, o siRNA direclonado contra todas as formas do receptor (barras em verde) 
tambem causou morte celular alastrada. Portanto, as duas linhagens celulares de NSCLC 
com receptores mutados sao dependentes ("viciados em”) da fungao de EGF-R, enquanto 
as celulas NSCLC com receptor do tipo selvagem mostraram virtualmente nenhuma 
dependencia da fungao contlnua de EGF-R. (C) A perda das celulas viaveis apos o 
tratamento com siRNA vista no painel B e dada especificamente por uma indugao da 
apoptose, como revelado por imunocoloragao de celulas fixadas com um anticorpo reativo 
com caspase-3 ativada, clivada. Celulas NSCLC foram alternativamente coradas com 4',6'- 
diamidino-2-fenilindol (DAPI) para revelar o nucleo e, assim, o numero de celulas. (A partir de 
R. Sordella, D.W. Bell, D.A. Haber e J. Settleman, Science 305:1163-1167, 2004.) 
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seu desenvolvimento em primeiro lugar. Isso e melhor descrito pelo desenvolvimento da 
droga conhecida como Velcade, tambem chamada de PS-341 e bortezomib (Figura 16.35A). 


Em varias ocasioes por todo este livro, vimos como os m'veis de protei'nas reguladoras chave 
de celulas sao determinadas pelo balan^o entre a sua smtese e a sua degrada^ao. Muito dessa 
degrada^ao e mediada pelo sistema ubiquitina-proteassomo (Barra lateral 7.8). Lembre que a 
marca^ao de uma protei'na por poliubiquitila^ao resulta no seu transporte para os proteasso- 
mas e na sua degrada^ao nessas maquinas imracelulares. 

O fenomeno de caquexia associada ao cancer estimulou inicialmente o interesse por inibidores da 
fun 9 ao dos proteassomas. A caquexia ocorre tarde na progressao do tumor e representa uma perda 
progressiva de tecidos dos pacientes com cancer por mecanismos que ainda nao estao bem-enten- 
didos. O uso de um inibidor de proteassoma foi especulado quanto a ser litil no retardo de uma 
degrada^ao alastrada de protei'nas que ocorre nos tecidos de pacientes caqueticos. Enquanto no 
minimo cinco classes distintas de inibidores de proteassomas tern sido desenvolvidas, a maioria 
dessas foi abandonada por causa de instabilidade metabolica, ausencia de especificidade ou liga 9 ao 
irreversivel e inativa^ao dos proteassomas. Velcade, um desses inibidores de proteassomas, e um 
acido boronico dipepti'dico que foi desenhado como um inibidor especi'fico da atividade de pep¬ 
tidase (clivagem de pepti'deo) presente no centro 20S do proteassoma (Figura 16.35B). Ele tern 
uma potencia extraordinaria, uma vez que e capaz de inibir 50% da atividade quimiom'ptica dos 
proteassomos em uma concentra^ao (i. e., seu K) de apenas 0,6 nM. Funcionando como um 
inibidor competitivo dessa atividade enzimatica, Velcade diminui o fluxo de substratos pelos pro¬ 
teassomas, que logo come^am a se tornar obstrui'dos e disfiincionais. 
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Figura 16.35 Velcade e o seu efeito sobre proteassomas (A) A estrutura 
quimica do Velcade revela a presenga, nao-comum entre drogas, de 
um atomo de boro. Sabe-se que os acldos bordnicos peptidicos como 
0 Velcade se Ilgam ao sitio ativo de serinas proteases da classe das 
quimlotrlpsinas (que cllvam substratos protelcos adjacentes aos 
residuos de fenilalanina e tirosina) mimetizando o substrate normal 
dessas enzimas. Isso sugeriu que tals compostos poderlam Inibir o sitio 
ativo semelhante a quimiotripsina no centro 20S do proteassoma. (B) 
Uma seegao transversal {centra) pelo miolo central (20S) do 
proteassoma de levedura (a esquerda; veja a Figura 7.27) revela a 
localizagao de tres sitios cataliticos distintos, envolvendo as 
subunidades pi, |32 e p5, que sao responsaveis pela sua atividade 


proteolitica PGPFI (peptidil-glutamil-peptidio hidrolizante; cor-de-rosa), 
triptica {azul-claro) e quimiotriptica {amarelo-claro), respectivamente. 
Velcade mostra uma forte preferencia por inibir a atividade quimiotriptica 
de p5, cuja estrutura detalhada e vista aqui (a direita, abaixo)-, uma fraca 
interagao com a atividade triptica de P2 (a direita, no meio)\ e nenhuma 
interagao com a atividade PGPFI de pi (a direita, acima). 0 residue 
nucleofilico chave treonina presente em cada um desses sitios cataliticos e 
mostrado como uma figura em bastao [branca, dentro das formas ovais): 
os aminoacidos basicos na fenda catalitica (a direita) estao mostrados em 
azul, os aminoacidos acidos estao mostrados em vermelho e os residuos 
hidrofobicos estao mostrados em branco. (B, a partir de M. Groll, M. 
Bochtler, FI. Brandstetter et al., Chembiochem 6:222-256, 2005.) 
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Subsequentemente, foi observado que a degradagao mediada por proteassomas tinha um papel 
cn'tico na regulagao de varias vias-chave de sinalizagao celular, ampliando os borizontes dos que 
desenvolveram o Velcade. Como foi observado que outros inibidores de proteassomas eram espe- 
cialmente potentes para matar uma variedade de celulas cancerosas em cultura, o Velcade foi 
utilizado nos testes da fase inicial (i. e., Fase I) para tratar pacientes com cancer que falharam com 
outras terapias. Aqueles com tumores solidos mostraram poucas respostas evidentes. Entretanto, 
entre um grupo de pacientes com malignidades bematologicas, bavia um sofrendo de mieloma 
multiplo (MM), uma malignidade da linhagem de celulas B na qual um linico clone de celulas 
plasmaticas produtoras de anticorpos domina a medula ossea (veja a Figura 2.19A). As celulas do 
mieloma criam lesoes osseas osteolMcas, levando a fraturas, e, por fim, tomam coma dos compo- 
nentes celulares restantes da medula, resultando em imunodepressao severa e, tipicamente, morte 
a partir de infecgao devastadora. A sobrevivencia apos o diagnostico inicial em geral e de 3 a 5 
anos. O mieloma carregado por esses pacientes tratados inicialmente mostrou uma dramatica 
regressao (veja, por exemplo, a Figura 16.36A), o que logo levou a inclusao de outros pacientes 
com mieloma nesses testes de Fase I e, fmalmente, a testes clinicos em larga escala, nos quais os 
pacientes com mieloma eram tratados com Velcade. 

Em um teste clmico subseqiiente de Fase I com um grupo de pacientes com mielomas miil- 
tiplos sofrendo da doenga rapidamente progressiva, o Velcade mostrou “respostas objetivas” 
claras na diminuigao da progressao da doenga em 55% dos pacientes e parou a progressao em 
outros 25%. Em um teste clmico de Fase II, foi dado Velcade para a metade dos pacientes, 
enquanto para a outra metade, que serviu de controle, foi dado dexametasona, um tratamen- 
to-padrao para mieloma multiplo. Na grande maioria desses pacientes, ja haviam falhado as 
quimioterapias comumente utilizadas para mieloma. Esse teste foi parado prematuramente 
em 2003, porque a doenga mostrou ou uma “resposta completa (CR)” em um pequeno 
mimero de pacientes (i. e., as celulas do mieloma desapareceram completamente do sangue 
por um pen'odo de no mmimo seis semanas) ou uma “resposta parcial (PR)” (no mi'nimo 
50% de redugao nos anticorpos secretados por celulas de mieloma no sangue e 90% de 
redugao dessa protema na urina durante o mesmo pen'odo) em 35% dos pacientes tratados 
com Velcade, mostrando, dessa forma, uma superioridade clara aos tratamentos existentes. 
Como conseqiienda, foi permitido que os pacientes controle tambem tomassem a droga. Em 
um teste subseqiiente, a progressao do mieloma para um estagio mais alto da doenga ocorreu em 
um tempo medio de sete meses nos pacientes tratados com Velcade comparados com os tres meses 
em um grupo controle estudado em paralelo. Alem disso, estudos pre-clfnicos indicaram que as 
doses relativamente baixas do Velcade podem sensibilizar as celulas do mieloma para drogas qui- 
mioterapeuticas, tornando as ultimas muito mais efetivas (veja a Figura 16.36B). 


Figura 16.36 Mieloma multiplo e os efeltos 
blologloos do Velcade (A) 0 Velcade pode 
ter efeltos profundos sobre o conteudo 
celular da medula e, portanto, sobre a 
composigao das moleculas de anticorpo no 
sangue. Em um paciente com mieloma 
multiplo (MM), apos um cicio de oito doses 
de Velcade, as celulas neoplasicas do 
plasma na medula diminuiram de 41% de 
celulas totals para 1%. Ao mesmo tempo, 
houve uma acentuada diminuigao no nivel 
das especies unicas de imunoglobulinas y 
(IgG) produzidas por essas celulas de 
mieloma. Como visto aqui, na eletroforese 
em gel, o pequeno numero de especies de 
IgG presentes antes do tratamento 
(indicativo de um tumor monoclonal, a 
esquerda) resolveu-se no meio do padrao 
policlonal, de migragao heterogenea, de 
IgGs que estao presentes na circulagao de 
um individuo saudavel (a direita: veja 
tambem a Figura 2.19A). (B) Melfalan, uma 
droga quimioterapeutica alquilante usada 
rotineiramente para tratar MM, foi 
adicionada em varias concentragoes a uma 
linhagem celular MM in vitro, sozinha 
{verde) ou na presenga de uma dose nao- 
toxica de Velcade {vermelho). Na presenga 
do Velcade, melfalan foi capaz de induzir 
uma ampla apoptose em concentragoes de 
aproximadamente 3 nM, ao passo que 
quando aplicado sozinho, foi incapaz de 
induzir esse grau de apoptose, ate mesmo 
em concentragoes muito mais altas. (A, a 
partir de R.Z. Orlowski, IE. Stinchcombe, 
B.S. Mitchell et al., J. din. Oncoi. 20:4420- 
4427, 2002; B, a partir de M.H. Ma, H.H. 
Yang, K. Parker et al., din. Cancer Res. 
9:1136-1144, 2003.) 
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Figure 16.37 Mecanismo de agao do Velcade A inibigao da sinalizagao 
pelo fator de transcrigao NF-kB contribui significativamente para a 
habilidade do Velcade em induzir a apoptose de celulas do mieloma 
dentro da medula bssea. Em celulas normals (a esquerda), uma 
variedade de sinais de estresse, mitogenicos e troficos (sobrevivencia) 
ativa a cinase IkB (IKK; roxo); sinalizagao similar ocorre nas celulas de 
mieloma, assim como em uma variedade de outros tipos de celulas 
cancerosas, nas quais varies mecanismos sao responsaveis pela 
ativagao constitutiva de IKK. Uma vez ativa, IKK comega a fosforilar IkB 
(vermelho), o inibidor de NF-kB. Essa fosforilagao faz com que IkB se 
tome ubiquitilado (a esquerda) e degradado nos proteassomas (a 
esquerda, abaixo). Na ausencia de IkB {centra), NF-kB (azut) esta livre 
para se mover para o nucleo, onde ele ativa a expressao de urn ample 


eleitorado de genes de proliferagao e antiapoptoticos. Na presenga do 
Velcade (a direita), a fosforilagao e ubiquitilagao de IkB ocorrem 
normalmente, mas IkB ubiquitilada nao pode ser degradada nos 
proteassomas, pels a ultima tornou-se abarrotada com polipeptideos 
nao-processados. Isso leva a urn acumulo de IkB no citoplasma e ao 
sequestro continue de NF-kB pelas moleculas de IkB que foram 
montadas (a direita). Como consequencia, NF-kB nao pode mover-se 
para o nucleo e ativar a expressao do seu eleitorado de genes-chave 
antiapoptoticos. Isso inclina a balanga reguladora nas celulas de 
mieloma em favor da apoptose, resultando na morte dessas celulas. 0 
tratamento com Velcade pode, adicionalmente, levar ao acumulo de 
moleculas de p53, que tambem sao suspeitas de contribuir para a 
apoptose de celulas de mieloma tratadas {nao-mostrado). 


Na verdade, a inclusao de um paciente com mieloma em um teste cli'nico inicial foi acidental. 
Acreditava-se que o mieloma multiplo era um alvo atrativo para o tratamento pot um inibi¬ 
dor de proteassoma pot causa da atividade elevada conhecida da via de sinalizagao NF-kB 
nas celulas de mieloma e da sua importancia fisiologica no direcionamento da sobrevivencia 
e proliferagao dessas celulas. Na segao 6.12, notamos que os fatores de transcrigao NF-kB sao 
normalmente seqiiestrados no citoplasma por uma classe de inibidores chamados de IkBs 
( inibidores de NF-kB). Quando esses IkBs sao fosforilados por um grupo de cinases espe- 
cializadas chamadas de cinases IkB, ou simplesmente IKKs, os IkBs sofrem poliubiquitilagao 
e degradagao; isso libera os NF-kBs, permitindo que eles migrem para o nucleo, onde ativam 
imimeros genes antiapoptoticos, assim como genes promotores do crescimento (Figuras 16.37 
e 16.38; veja tambem as Figuras 6.29A e 11.37B). 

Como varias outras protelnas poliubiquitiladas, os IkBs acabam sendo degradados nos proteasso¬ 
mas. Portanto, inibindo a agao dos proteassomas, os IkBs deveriam ser protegidos da degradagao, 
sobreviver no citoplasma e continuar a seqiiestrar os NF-kBs, bloqueando assim a translocagao 
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nuclear de NF-kB e a ativa^ao da transcri^ao. Sabia-se que o NF-kB nuclear funcionalmente ativo 
e importante para a indu^ao da expressao de IL-4 e IL-6, duas interleucinas que operam como 
fatores autocrinos importantes necessaries para o crescimento e sobrevivencia de cdulas de mielo¬ 
ma. Alem disso, como foi estudado mais tarde, NF-kB tern um papel proeminente na sinalizaq;ao 
antiapoptotica em varies tipos de cdulas cancerosas; entao, a perda de atividade de NF-kB pode 
muito bem inclinar a balan^a de sinaliza^ao entre essas celulas em dire^ao da apoptose. Mais 
especificamente, uma vez que as celulas cancerosas perdem as protemas potencialmente antiapop- 
toticas Bcl-2, cIAP-2 e XIAP (cujas expressoes sao induzidas por NF-kB), elas estao em serio 
perigo de deslizar para dentro do abismo apoptotico. 

Entretanto, tudo isso nao explica por que o Velcade e muito mais potente contra mielomas 
do que outros tumores que dependem da sinalizaq;ao de NF-kB para protege-los da apoptose. 
Uma possfvel pista vem das observa^oes de que o crescimento e a viabilidade das celulas de 
mieloma sao altamente dependentes da sua habilidade de sintetizar VEGF (fator de cresci¬ 
mento do endotelio vascular; Se 9 ao 13.1) e moleculas de adesao; as ultimas permitem que as 
celulas de mieloma se liguem as celulas-tronco da medula ossea (BMSCs), com as quais as 
celulas de mieloma estabelecem intera^oes heterotfpicas muito importantes. Os genes que 
codificam essas protemas estao todos sob o controle de NF-kB. 

Alem disso, as celulas malignas do plasma que formam o tumor mieloma sintetizam e secre- 
tam grandes quantidades de protemas — moleculas de anticorpos. Uma certa propor^ao des- 
sas moleculas pode ser rotineiramente degradada nos proteassomas por causa do dobramento 
incorreto ou de outros contratempos que ocorrem durante a sua montagem. Como conse- 
qiiencia, as celulas do plasma podem ser especialmente sensiveis a inibidores de degrada^ao das 
protemas e podem se tornar rapidamente saturadas com tais moleculas proteicas defectivas. 
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Figura 16.38 Evidencias que suportam a importancia da sinalizagao 
por NF-kB na apoptose induzida por Velcade 0 esquema apresentado 
na Figura 16.37 e suportado por varlas linhas de evidencias. (A) Em um 
ensaio de mudanga de mobllldade eletroforetica (EMSA; tambem 
chamado de ensaio de retardo em gel), a presenga e a concentragao 
de um fator de transcrigao (TF) funclonal de llgagao ao DNA e 
acessada pela mistura de um extrato de protelnas nucleares com um 
ollgonucleotideo dsDNA marcado radloativamente que carrega um sitio 
de llgagao para TF. A presenga do TF de llgagao ao DNA e refletida 
pela quantidade de ollgonucleotideo que formou um complexo 
nucleoprotelna com o TF; a grande massa proteica assoclada ao 
ollgonucleotideo retarda a sua migragao durante a eletroforese, 
fazendo com que ele migre para uma posigao caracterlstica no gel. A 
seta Indica a locallzagao esperada de um complexo contendo o fator 
de transcrigao NF-kB e o ollgonucleotideo marcado radloativamente - 
nesse caso, um derlvado do promotor do gene TNF-a, um alvo de 
atlvagao de NF-kB. 0 ensaio indica pouca, quando detectada, 
atividade de NF-kB em celulas mononucleates da medula ossea 


normal (NL BMMCs), uma atividade consideravel na linhagem celular 
(8226) do mieloma multipio (MM) e uma enorme quantidade de 
atividade de NF-kB nas celulas da medula ossea preparadas 
diretamente a partir de um paciente de mieloma multipio (MM-1). (B) 

Um EMSA foi usado, como no painel A, para medir o nivel do fator de 
transcrigao NF-kB funclonal em tres linhagens celulares MM trafadas 
com um tampao controle {tres canaletas da esquerda) ou com Velcade 
{tres canaletas da direita). Velcade e capaz de eliminar essencialmente 
toda a atividade NF-kB nessas celulas. (C) A importancia da sinalizagao 
progressiva de NF-kB para a sobrevivencia das celulas MM e 
demonstrada por este experimento, no qual um vetor expressando um 
IKK dominante negativo (dnIKK) foi introduzido em duas linhagens 
celulares de MM diferentes. Se a sinalizagao de NF-kB fosse crftica 
para a agao do Velcade, entao o dnIKK deveria mimetizar os efeitos do 
Velcade pela indugao de apoptose nas celulas MM (veja a Figura 
16.37) - resultado que e de fato observado aqui. Um vetor que nao 
expressa dnIKK foi usado como controle. (A partir de M.FI. Ma, FI.FI. 
Yang, K. Parker et al, Clin. Cancer Res. 9:1136-1144, 2003.) 
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Essas conseqiiencias da supressao da fun^ao dos proteassomas podem explicar muito bem 
grande parte do efeito potente do Velcade contra celulas de mieloma, algumas das quais, mas 
nao todas, dependem da perturba^ao da sinaliza^ao de NF-kB. Ainda, quando vistos com 
outros olhos, o racional de usar Velcade para inibir a fun^ao do proteassoma nao faz sentido 
como estrategia terapeutica: uma vez que proteassomas sao utilizados pelas celulas para de- 
gradar um arranjo diverso de protemas celulares - provavelmente varios milhares de especies 
de protemas distintas a inibi^ao de fun^ao dos proteassomas deveria ser altamente toxica 
para todos os tipos de celulas do corpo. Portanto, agentes que funcionam como inibidores de 
proteassomas provavelmente nao tern um mdice terapeutico significativo, uma vez que eles 
sao aptos para danificar celulas normals tanto quanto celulas cancerosas. 

Apesar dessa logica, baixas concentra^oes de Velcade exibem grande potencia em matar celu- 
las cancerosas in vitro, enquanto tern uma toxicidade minima ou toleravel contra cdulas de 
varios tipos de tecidos normals. Essa droga pode matar uma variedade de celulas cancerosas 
humanas cultivadas quando aplicada em concentra^oes que variam de dezenas a centenas de 
nanomolar. Ainda, a sua potencia em matar celulas de mieloma — fazendo isso a concentra- 
^oes tao baixas quanto 1 nM — e verdadeiramente incrivel. 

Antagonistas de NF-kB provavelmente tem utilidade para tratar varios outros tipos de can¬ 
cer. Lembre que NF-kB tem um papel-chave no desenvolvimento de uma variedade de car¬ 
cinomas (Se^ao 11.16) e pode ser necessario para a manuten^ao desses tumores uma vez que 
eles sao formados. Alem disso, o uso de arranjos de expressao de genes (Se^ao 16.1) revelou 
que linfomas grandes difusos de celulas B (DLBCLs), que sob o microscopio parecem cons- 
tituir um linico tipo homogeneo de tumor, podem, na verdade, ser classificados em tres 
subgrupos distintos (veja a Figura 16.5). Celulas tumorais que pertencem ao subgrupo dos 
linfomas de celulas B ativadas e dos linfomas mediastinais tem um IKK ativado de forma 
constitutiva. Conseqiientemente, tumores que pertencem a esses dois subgrupos DLBCL, 
assim como uma variedade de outros tumores com sinaliza^ao NF-kB hiperativa, tem se 
tornado alvos atrativos para o tratamento por Velcade ou por inumeros inibidores de IKK 
que tem sido desenvolvidos por companhias farmaceuticas. 


16.14 Um teratogeno para ovelhas pode ser util como droga 
anticancer altamente potente 


Uma fonte potencial importante de terapeuticos anticancer deriva de compostos que ocor- 
rem naturalmente. O numero de produtos naturais distintos produzidos por bacterias ou 
fungos esta alem de pondera 9 ao. Por exemplo, uma compila^ao de 1994 listou 11.900 com¬ 
postos diferentes que foram isolados e exibiram atividade antibacteriana (i. e., antibiotica), 
alguns dos quais tambem possuiam atividade contra celulas de mamiferos. Outros tres mil 
compostos mostraram outras atividades biologicas. Esses numeros estao apenas arranhando a 
superffcie: uma estimativa, em 2001, do numero de compostos distintos, biologicamente 
ativos, produzidos pelo genero Streptomyces de bacterias chegou a centenas de milhares. Uma 
por^ao desses provavelmente possui formas citostaticas ou citotoxicas contra celulas de mamf- 
feros incluindo celulas cancerosas. O universo de compostos derivados de plantas, biologica¬ 
mente ativos, nao esta tao bem-explorado. 

Em todos esses casos, as formas da evolufao, em vez da inteligencia de quimicos organicos 
sinteticos, geraram especies moleculares que sao agentes farmacologicos potentes e altamente 
especificos. Varias dessas moleculas parecem ser usadas pelos organismos que as produzem 
para atacar competidores ou para se defender contra predadores. Uma vez que o numero 
desses agentes que ocorrem naturalmente esta elevado demais, e provavel que eles sejam 
fontes de novos agentes anticancer pelas decadas seguintes. 

Um exemplo ilustrativo de um produto natural como esse veio da descoberta da ciclopami- 
na, um produto natural de origem vegetal. Essa historia em particular inicia com a observa- 
9 ao de que ovelhas que pastam em areas montanhosas do oeste dos Estados Unidos ocasio- 
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nalmente apresentavam epidemias de malforma^oes congenitas em cordeiros, varies dos quais 
eram natimortos. A mais extrema dessas malforma^oes foram aquelas envolvendo ciclopia — 
um linico olho central. (O termo tern origem de Cyclops, o gigante mi'tico de um olho so, 
vencido por Ulysses junto com varies outros inimigos.) 

Um trabalho de veterinario “detetive” iniciado na decada de 1950 revelou que a ciclopia de 
cordeiros recem-nascidos era observada se ovelhas prenhas pastavam sobre false heleboro, 
Veratrum californicum (Figura 16.39A), durante o 14- dia de gesta^ao. Ainda outras malfor- 
mafoes, incluindo fenda de palate e pernas mais curtas, eram evidentes se o pastejo ocorria 
em estagios mais iniciais ou mais tardios da gestafao. Em 1968, o efeito teratogenico (indu- 
tor de malforma^ao) do false heleboro foi achado como sendo um alcaloide que foi chamado 
de ciclopamina (Figura 16.39B), que pode induzir ciclopia em uma ampla variedade de 
organismos (Figura 16.39C). 


Varias dessas deformidades assemelham-se a uma condi 9 ao em humanos chamada de holo- 
prosencefalia, na qua! o desenvolvimento de estruturas simetricas bilaterais na cabe 9 a do 
embriao falha em proceder normalmente. Foi observado que alguns fetos humanos afligidos 
com essas condi 96 es carregavam mutafoes, herdadas na linhagem germinal, no gene para o 
receptor de PTC {patched) ou no gene SHH {sonic hedgehog), que codifica para o seu ligante. 
Vinte e tres muta 96 es em SHH distintas e tres muta^oes em PTC foram associadas a essa 
condifao. (De maneira mais geral, ciclopia esta associada com cerca de 1 em 250 fetos huma¬ 
nos abortados espontaneamente.) Isso forneceu a primeira pista de que ciclopamina — um 
potente agente teratogenico - perturba a via de sinaliza^ao ativada por Hedgehog. 


Nessa via de sinaliza^ao, um precursor do fator de transcri^ao Gli e normalmente clivado no 
citoplasma, permitindo que um produto da clivagem se mova para dentro do micleo, onde 
ele atua como um repressor transcricional (Figura 16.40; veja tambem as Se^oes 5.7 e 6.12). 
A protema Smoothened da membrana plasmatica, que pode proteger a protei'na precursora 
Gli da clivagem, e normalmente prevenida disso por causa da protema receptora Patched 
(Ptc) pouco compreendida, tambem localizada na membrana plasmatica. Entretanto, quan- 



(C) 
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Figura 16.39 Falso heleboro e o seu 
produto teratogenico, ciclopamina (A) A 
planta Veratrum californicum, comumente 
chamada de falso heleboro, cresce nas 
Campinas das montanhas do oeste 
americano. Ovelhas prenhas que pastam 
essas plantas frequentemente dao a luz a 
cordeiros natimortos com os principals 
defeitos morfogeneticos na regiao da 
cabega, indicando a presenga de um 
potente teratogenico nessa planta. (B) 0 
teratogenico foi identificado como 
ciclopamina e e produzido em uma serie 
complexa de etapas biossinteticas dentro 
das celulas do falso heleboro. A sua 
estrutura se parece com a de um esteroide, 
como estrogenio ou progesterone. A 
complexidade dessa estrutura significa que 
a criagao desse composto utilizando 
tecnicas de quimica organica sintetica e 
muito desafiadora, impedindo efetivamente 
a manufatura dessa droga em uma escala 
industrial. (C) 0 tratamento de um embriao 
de galinha com ciclopamina teve efeitos 
dramaticos na formagao da cabega, como 
tambem ocorreu em todos os embrioes de 
vertebrados testados. Como visto aqui, os 
dois olhos normalmente presentes {setas 
brancas, a esquerda) sao substituldos pelo 
rudimento de um unico olho central 
(ciclopia) apos a exposigao a essa droga 
{seta branca, a direita). (A, a partir de 
Ftenriette Kress; C, cortesia de J.R 
Incardona and Roelink.) 
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Figura 16.40 Perturbagoes da via de sinalizagao Patched-Smoothened (A) 
Normalmente, Patched inibe a atividade de Smoothened (no topo, a esquerda). 
Entretanto, quando Patched se liga a Fledgehog (ou urn ligante parente; no 
topo, a direita), ele nao interage mais com Smoothened e, assim, permite que a 
ultima ative a sinalizagao Gli, o que resulta no movimento de Gli para dentro do 
nucleo, onde ela pode agir como urn fator de transcrigao promotor do 
crescimento. As consequencias da ligagao de Fledgehog podem ser 
mimetizadas por mutagoes que causam a perda da fungao de Patched ou 
ganham a fungao de Smoothened - alteragoes frequentemente observadas nos 
carcinomas de celulas basais comuns da pele (abaixo, a esquerda). Varies 
carcinomas de origem endodermal liberam urn ligante do tipo Fledgehog (no 
topo, a direita: p. ex., Indian Fledgehog, Sonic Fledgehog) que atua de uma 
maneira autocrina para direcionar a sua proliferagao e sobrevivencia. Alem 
disso, varies meduloblastomas tern suas origens na desregulagao dessa via de 
sinalizagao. Evidencias recentes implicam a ciclopamina como urn antagonista 
de Smoothened que previne a ultima de ativar Gli (veja a Figura 16.41). (B) 
Meduloblastomas surgem dos precursores de celulas granulares do cerebelo. 
Tal tumor, revelado aqui pelo rastreamento por tomografia computadorizada 
(CT) (seta), e o tumor de cerebro mais comum em criangas e frequentemente 
tern resultados clinicos devastadores. (C) As celulas granulares do cerebelo 
normal respondem fortemente as agoes mitogenicas de urn ligante Fledgehog 
adicionado - nesse caso, o Sonic Ftedgehog (Shh). Como visto nestas fatias de 
cerebelo de urn camundongo jovem, a atividade proliferative das celulas 
granuloses na superficie das dobras do cerebelo, que na fatia controls 
(esquerda) e minima nesse estagio do desenvolvimento, e fortemente 
estimulada pela adigao de Shh (direita). Nesse caso, a atividade proliferativa 
(verde) e medida pela incorporagao de bromodeoxiuridina (BrdU), urn analogo 
da deoxitimidina, ao DNA. (D) 0 nivel de Patched fornece uma medida direta da 
atividade da via de Fledgehog (uma vez que Gli induz a transcrigao do gene 
PTCH). Aqui, os niveis de mRNA de PTCH foram medidos por PCR em tempo 
real (RT-PCR) em uma serie de carcinomas humanos de estomago e pancreas 
removidos cirurgicamente, e, em cada caso, o nivel de expressao de mRNA de 
PTCH foi comparado com aquele do tecido normal correspondents. A medida 
da superexpressao (numero acima de cada barra) indica uma ativagao evidente 
da sinalizagao por Gli (e, assim, da via Fledgehog) nesses tumores. (E) A 
importancia de uma alga de sinalizagao autocrina e indicada pelas respostas 
de seis passagens iniciais em culturas de celulas de carcinoma de pancreas, 
quatro das quais mostraram sinalizagao Gli ativa (sendo positivas para mRNA 
de PTCH, esquerda) e duas das quais nao mostraram (direita). Quando 
adicionado a culturas dessas celulas, 5E1, urn anticorpo monoclonal que 
neutraliza tanto a proteina Indian como a Sonic Fledgehog, exerceu urn forte 
efeito na supressao do crescimento e na viabilidade das celulas do carcinoma 
nas quais a sinalizagao Gli foi alta, mas nao teve efeito nas celulas do 
carcinoma que nao tinham atividade Gli. Isso indicou a importancia de uma 
alga de sinalizagao autocrina extracelular, envolvendo proteinas Ftedgehog, no 
direcionamento do crescimento dessas celulas. (B, cortesia de St. Jude 
Children's Research Flospital; C, a partir de R.J. Wechsler-Reya and M.P Scott, 
Neuron 22:103-114, 1999; D e E, a partir de D.M. Berman, S.S. Karhadkar, A. 
Maitra et al.. Nature 425:846-851,2003.) 


do o ligante de Hedgehog (Hh) se liga a Patched, este ultimo nao inibe mais Smoothened 
(Smo); Smoothened agora corre para proteger Gli da clivagem que em geral ocorre, e Gli 
intacta pode se mover para dentro do nucleo, no qual ela atua como um fator de transcrigao 
do tipo dedo de zinco para induzir a expressao genica. Essa via de sinalizagao esta envolvida 
em uma ampla variedade de etapas morfogeneticas tanto em embrioes de Drosophila como 
em vertebrados. 

Mutagoes na linhagem germinal do gene que codifica para Patched tern sido detectadas na 
condigao de pele chamada de smdrome do nevo da celula basal. A perda de heterozigose 
(LOH) no loco PTC nas celulas da pele permite que esses nevus se desenvolvam em carcino¬ 
mas de celulas basais (BCCs; veja a Segao 6.12). Alem disso, pelo menos 40% dos carcino¬ 
mas de celulas basais esporadicos — tumores de pele extremamente comuns causados por 
radiagao UV - carregam mutagoes do gene PTCH inativadoras ou mutagoes do gene SMO 
ativadoras. (Projegoes futuras da incidencia da doenga indicam que 28% dos brancos nasci- 
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dos nos Estados Unidos depois de 1994 desenvolverao no mlnimo um BCC durante a sua 
vida.) Felizmente, esses tumores de pele sao relativamente inofensivos e facilmente tratados. 
Mas outros tipos de tumores associados a alelos mutantes desses dois genes, notavelmente 
tumores de celulas musculares e cerebelares (i. e., meduloblastomas; Figura 16.40B), nao sao. 

Uma importante extensao desses achados orignou-se a partir da descoberta de um outro tipo 
de desregula 9 ao dessa via. Foi observado que um grupo diverso de celulas humanas cancero- 
sas cultivadas expressava altos m'veis nao-comuns de um dos dois principais ligantes do re¬ 
ceptor Smoothened, especificamente Indian Hedgehog ou Sonic Hedgehog. Essas celulas 
derivaram de carcinomas que surgiram do epitelio que delimita o esofago, o estomago, o 
ducto biliar, o pulmao e o colon. (De maneira intrigante, esses diversos tumores derivaram de 
orgaos que surgiram a partir da endoderme embrionaria.) Mais tarde, carcinomas de prosta¬ 
ta, que nao sao de origem endodermal, foram adicionadas a essa lista. No caso dos carcino¬ 
mas pancreaticos, foi observada a superexpressao de um ligante Hedgehog em mais de 70% 
das amostras de tumor testadas. (Em epitelios normais, o ligante Hedgehog e a via de sinali- 
za 9 ao downstream que e ativada sao responsaveis pela manuten^ao das celulas-tronco que se 
auto-renovam.) 

Presume-se que a secre 9 ao de altos m'veis do ligante Hedgehog por essas varias cHulas 
tumorais ative uma al^a de sinaliza^ao autocrina que resulta na ativa^ao constitutiva da 
sinaliza^ao e, assim, na emissao contmua de Gli intacta, ativadora da transcri^ao, para o 
micleo das celulas cancerosas (veja a Figura 16.40D). O papel-chave de Hedgehog no 
direcionamento da prolifera^ao de alguns desses tipos de celulas tumorais foi confirma- 
do pela adi^ao de anticorpos neutralizantes Hedgehog ao seu meio de cultura, que parou 
a sua prolifera^ao (veja a Figura 16.40E). Ao contrario, foi observado que Hedgehog 
adicionado ao seu meio de cultura era potentemente mitogenico (Figura 16.40C). Como 
pode ser esperado, esses efeitos citostaticos e ate mesmo citotoxicos do anticorpo anti- 
Hedgehog foram apenas vistos em celulas tumorais que tambem mostraram expressao da 
protema receptora de Smoothened. 

Em 2000, observou-se que a ciclopamina inibia diretamente a protema Smoothened (Figura 
16.41). Alem disso, essa intera^ao bloqueou a sinaliza^ao anormal resultante da smtese exces- 
siva de Hedgehog ou de muta^oes no gene SMO. Isso sugeriu que os efeitos teratogenicos da 
ciclopamina derivam diretamente da sua habilidade em bloquear a sinaliza^ao por Hedgehog 
em (undoes cn'ticas no desenvolvimento embrionario. Alem disso, essa ausencia de sinaliza- 
9 ao adequada por Hedgehog durante o desenvolvimento contrasta com a atividade excessiva 
dessa via em uma variedade de malignidades. 

A descoberta da associa 9 ao entre ciclopamina e Smoothened levou, por sua vez, ao tratamen¬ 
to de uma variedade de linhagens celulares tumorais humanas positivas para Hedgehog com 
ciclopamina, o que resultou em uma inibi^ao de 75 a 95% da prolifera^ao celular. Por exem- 
plo, celulas de meduloblastoma humano cultivadas, nas quais foi observado que a via de 
sinalizaq;ao Hedgehog era hiperativada, responderam a ciclopamina pela parada do cresci- 
mento e pela rapida perda da viabilidade, enquanto cHulas de outros tipos de tumores de 
cerebro (glioblastomas e ependimomas) nao foram afetadas pelo tratamento com ciclopami¬ 
na. Esse tratamento nao teve efeito sobre outras linhagens celulares tumorais nas quais a via 
de sinaliza^ao Hedgehog nao foi ativada, demonstrando que a ciclopamina nao era um sim¬ 
ples agente citotoxico nao-espedfico de atua^ao ampla. Alem disso, o tratamento de camun- 
dongos, nos quais um carcinoma de vesi'cula biliar (um outro tumor endodermal secretor de 
Hedgehog) foi implantado, mostrou um bloqueio total da habilidade formadora de tumor 
(Figura 16.42A). 

A presen^a de altos m'veis de Hedgehog em cerca de 70% dos carcinomas pancreaticos huma- 
nos sugere que a ativa^ao da via Hh-Smo-Ptc-Gli e parte integral dos programas de cresci- 
mento neoplasico desses tumores, enquanto essa via de sinaliza^ao parece ter um pequeno 
papel, se algum, em varies outros tipos de canceres e na manuten^ao de varies tecidos nor¬ 
mais. Alem disso, a exposi^ao por longo tempo de camundongos adultos a m'veis terapeuticos 
de ciclopamina nao gerou ate agora qualquer indica^ao de toxicidade. Tudo isso deveria 
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augurar bem para a candidatura da ciclopamina como um agente altamente litil para o trata- 
mento de subgrupos de canceres humanos que exibem vias de sinaliza^ao Hedgehog hipera- 
tivadas. 

Na verdade, a candidatura da ciclopamina como um agente terapeutico anticancer util 
tern tres pontos contra ela. Como outros produtos naturals, a ciclopamina e o resultado 
final de uma serie complexa de reajoes enzimaticas que sao difi'ceis de reproduzir no 
laboratorio de smtese organica qui'mica. Segundo, a obten^ao de quantidades significati- 
vas de V californicum nao e pratica. Finalmente, apesar dos resultados mencionados 
anteriormente com camundongos, a ciclopamina e considerada muito toxica para ser 
usada em humanos. 

Assim, tern sido desenvolvidos antagonistas alternativos de Smoothened que provavel- 
mente serao tao potentes quanto a ciclopamina na interrup^ao da via Hedgehog, mas 
nao tern a toxicidade da ciclopamina. Smoothened e um receptor da superfi'cie celular 
que atravessa a membrana sete vezes e, portanto, tern uma estrutura geral que se asseme- 
Iha muito com aquela de varies receptores acoplados a protema G (GPCRs; Se 9 ao 5.7) 
produzidos por cHulas de mami'feros. O desenvolvimento de compostos de baixo peso 
molecular altamente especi'ficos que tern como alvo GPCRs parece ser, em varies cases, 
relativamente facil. Como conseqiiencia, varias companhias farmaceuticas tern desen- 
volvido drogas com alta especifidade que tern como alvo Smoothened e mostram mi'ni- 
mos efeitos sobre outros receptores celulares. 
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Figura 16.41 Agoes da ciclopamina sobre a via Patched- 
Smoothened (A) No experimento mostrado aqui, a atividade de 
Smoothened foi medida indiretamente pela medigao da atividade de 
um gene reporter cuja transcrigao e direcionada por Gli em celulas 
NIFi 3T3 de camundongo. Na ausencia de adigao do ligante Sonic 
hedgehod (ShhNp), uma variante Hedgehog que tambem e um 
ligante do receptor Patched, nao houve atividade de Gli (barra verde- 
clara). Na presenga de ShhNp, a atividade de Gli foi fortemente 
estimulada {barra verde-escura), e essa indugao foi reverfida pelo 
trafamento com ciclopamina (barras cor-de-rosa e vermelhas). Isso 
demonstrou que a ciclopamina age confra os efeitos do ligante 
Hedgehog e, por isso, provavelmente esta downstream do receptor 
Patched na via de sinalizagao. (B) 0 alvo de agao da ciclopamina foi 
localizado mais tarde por esse experimento, no qual a atividade de 
Gli (medida como no painel A) foi medida em celulas PTCH-t-. A 
atividade Gli, como antes, foi suprimida por ciclopamina, 
confirmando que essa droga provavelmente interfere em um passo 


downstream e independente de Patched. (C) Quando Smoothened 
tipo selvagem (Smo) foi expressa em altos niveis em celulas NIH 
3T3, a sua atividade foi, novamente, suprimida pela adigao de 
ciclopamina, como indicado pela afividade do gene reporfer 
regulado por Gli {barras azuis e cor-de-laranja, esquerda). Enfretanfo, 
quando um mutante, atuando de forma dominante, Smoofhened 
oncogenico foi expresso nos mesmos niveis ou mais baixos {barras 
a direita), a sinalizagao foi tofalmente resistente a inibigao por 
ciclopamina. Isso indicou que Smoofhened esfava downstream ou 
era alvo direto da agao da ciclopamina. Estudos subsequenfes 
geraram uma serie de mufantes, proteinas Smoothened ativas de forma 
constitutiva que eram todas resistentes a inibigao por ciclopamina, 
reforgando a nogao de que a ciclopamina interage diretamente com 
Smoothened (veja a Figura 16.40A). Analises bioquimicas entao 
demonstraram a ligagao direta da molecula de ciclopamina a 
Smoothened {nao-mostrado). (A partir de J. Taipale, J.K. Chen, M.K. 
Cooper et al.. Nature 406:1005-1009, 2000.) 
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Figura 16.42 Efeito da ciolopamina e de 
drogas analogas sobre o crescimento de 
tumores (A) Celulas de colangiossarcoma 
humano (tumor de ducto biliar) formaram 
xenoenxertos de tumor com 180 mm^ de 
volume em camundongos que ficaram sem 
tratamento {linha vermelha) ou foram 
tratados durante 22 dias com ciolopamina 
{linha azul). No ultimo caso, o tumor 
encolheu e nao reapareceu nos 76 dias que 
seguiram na ausencia de mais tratamento 
com ciclopamina. (B) Camundongos com 
genotipo Ptc^i-p53+ desenvolveram 
meduloblastomas por todo o seu cerebelo 
cedo na vida. Com cinco semanas de vida, 
0 cerebelo de urn camundongo tipo 
selvagem (no topo, a esquerda) e muito 
menor do que no mutante com tendencia a 
tumor (no topo, a direita). Urn antagonista 
Smoothened, chamado FlhAntag, foi 
identificado na triagem de uma biblioteca 
de drogas. Quando o camundongo 
mutante foi tratado com a droga duas 
vezes por dia entre a terceira e a quinta 
semanas de vida, com 20 mg ou 100 mg 
por kg de peso corpdreo, os tumores 
regrediram parcial ou completamente 
(abaixo, a esquerda e a direita). 

Tratamentos subsequentes de 
camundongos mutantes com 8 e 10 
semanas de idade, com tumores muito 
maiores, geraram respostas terapeuticas 
comparaveis (nao-mostrado). (A partir de 
D.M. Berman, S.S. Karhadkar, A. Maitra et 
al.. Nature 425:846-851,2003; B, a partir de 
J.T. Romer, FI. Kimura, S. Magdaleno et al.. 
Cancer Cell 6:229-240, 2004.) 


Ptc"^^ p53 ^ tratado Ptc^^ p53 ^ tratado com 

com 20 mg/kg de FlhAntag 100 mg/kg de FlhAntag 

Com o objetivo de testar esses novos compostos, foi criado um modelo murino de medulo- 
blastoma humano que depende da inativagao (veja a Barra lateral 7.10) de uma copia do gene 
Ptc e ambas as copias do gene p53 na linhagem germinal de camundongo, gerando um 
genotipo Ptc*^'p53'^'\ virtualmente todos esses camundongos desenvolvem meduloblastomas 
com tres meses de idade. Um inibidor de Smoothened, chamado de HhAntag, que tern 10 
vezes a potencia da ciclopamina, foi sintetizado e e capaz de passar facilmente pela bar- 
reira hematoencefalica, a barreira biologica especializada que protege o tecido do cerebro 
do conteudo da circulagao. Como visto na Figura 16.42B, o tratamento de camundon¬ 
gos mutantes de tres semanas de idade que desenvolveram meduloblastomas com HhAntag 
causou a regressao do tumor dentro de duas semanas; isso ocorreu com pouca, se alguma, 
toxicidade sistemica. 

No caso do cancer de pancreas, a perspectiva de desenvolver um inihidor da via de sinalizagao 
Hedgehog litil clinicamente e excitante. No momento, esse carcinoma, no qual a sinalizagao 
Hedgehog com freqiiencia tern um papel proeminente, tern um resultado fatal quase que 
inevitavel: uma vez que esse cancer foi diagnosticado em um paciente, a probahilidade de 
sobreviver por outros cinco anos e menor do que 4%. Isso contrasta com os cinco anos de 
sobrevivencia, em 1998, de pacientes americanos diagnosticados com cancer de mama (86%) 
e cancer de prostata (97%). 

Meduloblastomas, em grande parte tumores pediatricos, ocorrem cerca de um decimo das 
vezes dos carcinomas pancreaticos; no momento, quase dois tergos dos pacientes sao curados 
desse tumor por uma combinagao de cirurgia, radiagao e quimioterapia; esse tratamento 
pode, entretanto, deixar os sobreviventes com debilitagoes neurologicas significativas, in- 
cluindo o comprometimento das fungoes cognitivas. Entretanto, ironicamente, o maior in¬ 
centive economico para desenvolver mimetizadores da ciclopamina provavelmente deriva da 
necessidade de tratar o mais benigno, mas tambem o tipo de cancer humano mais comum - 
o carcinoma de celulas basais da pele. 
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16.15 mTOR, o principal regulador da fisiologia celular, 
representa um alvo atrativo para a terapia anticancer 

A historia final e a mais curta de todas, mesmo que ela apenas descreva um circuito regulador 
que ainda nao esta completamente compreendido e gerou pouco sucesso ch'nico ate agora. 
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Figura 16.43 Rapamicina, FKBP12 e mTOR (A) A rapamicina e descrita 
quimicamente como uma iactona macrociclica e bioiogicamente como urn 
antibiotico macroiideo, urn dos varies que sao produzidos por bacterias que 
pertencem ao genero Streptomyces. Rapamicina e seus derivados quimicos 
atuam como potentes imunossupressores sem induzir efeitos colaterais severos 
em outros sistemas de orgaos no corpo. Aiguns de seus efeitos sao devidos a 
sua capacidade de inibir a sinaiizagao mTOR. (B) A iigagao da rapamicina 
(figura em bastao verde e vermelha) a FKBP12 (modelo de Mas e espago 
preenchido azul, a direita) ocorre com aita afinidade, sendo a constante de 
dissociagao (K^) em torno de 0,2 a 0,4 nM. Esse complexo bimolecuiar forma 
uma supeficie moiecuiar que pode, entao, associar-se a mTOR (modelo de Mas 
e espago preenchido vermelho, a esquerda) e prevenir a uitima de funcionar 
como uma serina/treonina cinase. Nesta imagem, apenas o dominio FRB 
(FKBP12-iigador de rapamicina) de mTOR e mostrado. (0) Os detaihes da 
interface entre rapamicina (figura em bastao amarelo e vermelho) e as 
superficies das duas proteinas sao mostradas aqui. Areas de alta 
compiementariedade estereoquimica entre rapamicina e as proteinas estao 
destacadas em roxo. Algumas das associagoes de aita afinidade dependem da 
insergao de grupos quimicos de rapamicina em cavidades profundas dentro de 
FKBP12 (direita) e do dominio FRB de mTOR (esquerda). (B e C, cortesia de Y. 
Mao and J. Ciardy, e a partir de J. Choi, J. Chen, S.L. Schreiber and J. Clardy, 
Science 273:239-242, 1996.) 


(C) enterro profundo do grupo metii 
da rapamicina em mTOR 



enterro profundo do grupo pipecoiinii 
da rapamicina em FKBP12 


Apesar de tudo, esse circuito tern todos os atributos para gerar terapias que irao competir ou 
ate mesmo obscurecer aiguns dos que foram descritos antes neste capftulo. 

Essa historia tambem inicia com um produto natural - a rapamicina — que foi isolado na 
decada de 1960, a partir da bacteria Streptomyces hygroscopicus, que cresce no solo de Rapa 
Nui, conhecida como Ilha da Pascoa, no meio do Paci'fico. No im'cio dos anos 1970, ela foi 
novamente isolada por uma companhia, que a desenvolveu como um agente antifiingico. 
Nas decadas seguintes, tornou-se claro que rapamicina (Figura 16.43A) pode agir para parar 
o crescimento de um espectro extraordinariamente amplo de celulas eucarioticas, variando 
daquelas de leveduras ate as de mamiferos. 

Foi observado que a rapamicina tinha forgas imunosupressoras, mesmo quando usada em 
baixas concentragoes. Em 1999, foi aprovadapelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) 
para prevenir a imuno-rejeigao de orgaos transplantados, principalmente rins. Essa droga, 
tambem chamada de sirolimus, funciona sinergisticamente com outros imunosupressores, 
especificamente ciclosporina e esteroides, para assegurar um enxerto de longo prazo sem 
causar maiores efeitos colaterais no receptor do transplante. As razoes para suas agoes seleti- 
vas de afetar com preferencia o sistema imune nao sao completamente compreendidas. (De 
maneira intrigante, a imunosupressao por ciclosporina nos receptores de orgaos transplanta- 
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dos leva a um risco elevado de malignidades (veja a Se^ao 15.9), enquanto a imunossupressao 
induzida por rapamicina nesses pacientes na verdade reduz o risco de desordens linfoprolife- 
rativas apos o transplante. Portanto, a no 9 ao de que a imunossupressao sempre leva a um 
aumento no risco de cancer deve ser refmada, uma vez que alguns tipos de imunossupressao 
geram uma incidencia de tumor aumentada, enquanto outros tipos nao o fazem.) 

Analises bioquimicas mostram que a rapamicina se liga diretamente a uma protema de baixo peso 
molecular, chamada de FKBP12 (protema ligadora de FK506 com 12 kD), originalmente desco- 
berta porque tambem e ligada por FK506, uma droga que atua de forma similar. Uma vez forma- 
do, o complexo rapamicina-FKBP12 (Figura 16.43B) se associa a uma protema, que foi identifi- 
cada em 1994, chamada de mTOR (alvo da rapamicina em mami'feros), e a desliga. mTOR e 
uma protelna grande (289 kD) que funciona como uma serina/treonina cinase; o seu dominio de 
cinase lembra aquele da cinase PI3 e de enzimas relacionadas. 

mTOR e de especial interesse, porque funciona como uma liga 9 ao crftica no circuito controle de 
celulas de mami'feros (Figura 16.44A). Assim, mTOR integra uma variedade de sinais aferentes (i. 
e., que entram), incluindo a disponibilidade de nutrientes e mitogenos e, tendo feito isso, atua 
para controlar a importa^ao de glicose e a smtese proteica. Mais especificamente, mTOR fosforila 
dois governadores-chave da tradufao: cinase p70S6 (S6K1) e 4E-BP1. Essa fosforila^ao ativa 
S6K1, que entao procede a fosforilar a protema S6 da subunidade ribossomal pequena (40-S), 
permitindo que essa subunidade participe da forma^ao do ribossomo (pela associa^ao com a 
subunidade ribossomal maior) e, assim, da smtese proteica. 


Figura 16.44 0 circuito de mTOR e as respostas tumorais a mTOR (A) mTOR 
esta no meio de um circuito complexo regulador que integra sinais de entrada 
sobre a disponibilidade de nutrientes, tensao de oxigenio, niveis de ATP e sinais 
mitogenicos e, como reposta, libera sinais que governam a biogenese do 
ribossomo, a sintese de proteinas, a proliferagao celular, a protegao contra 
apoptose, a angiogenese e, ate mesmo, a motilidade celular. mTOR existe em 
dois complexes alternatives com seus parceiros Rictor (a esquerda) e Raptor (a 
direita)', os dois complexes se intercomunicam de forma ainda obscura. 0 
complexo mTOR-Rictor governa a atividade de Akt/PKB pela adigao de um 
segundo fosfato critico para Akt/PKB e, assim, ganha controle sobre os efetores 
multiples de Akt/PKB downstream. A exposigao a rapamicina (a direita, abaixo) 
inibe rapidamente o complexo mTOR-Raptor e, apos extensos periodos, causa 
um desligamento progressive do complexo mTOR-Rictor. (B) Camundongos 
BALB/c carregando celulas injetadas de uma linhagem celular de 
adenocarcinoma de cblon singenico desenvolveram tumores grandes bem- 
vascularizados (a esquerda) 35 dias apos a injegao. Entretanto, quando o 
crescimento desses tumores e permitido por uma semana apos a qual os 
camundongos recebem tratamento continue com doses de rapamicina 
comparaveis aquelas usadas em humanos para imunosupressao, os tumores 
sao muito menores (a direita), e a densidade de microvasos nesses tumores e 
menos do que a metade daquela observada nos tumores controle {nao- 
mostrado). (C) Osteossarcomas geralmente respondem pouco a varies tipos de 
quimioterapia. Entretanto, no case de um paciente de 23 anos de idade com 
osteossarcoma, o tratamento com AP23573, um analogo da rapamicina, gerou 
um decrescimo de mais de 50% no valor-padrao maximo de captagao (SUV^g^) 
de glicose marcada radiativamente por uma metastase dentro de cinco dias de 
tratamento e mais de 85% de diminuigao em 54 dias de tratamento [setas 
brancas). Enquanto tais respostas nao sao tipicas, elas indicam o potencial 
desse tipo de tratamento e a possibilidade de que, no futuro, condigoes serao 
encontradas para permitir respostas similares em uma proporgao significativa 
de tais pacientes. Cada uma dessas imagens e uma fusao de duas imagens 
obtidas inicialmente por CT (tomografia de raios X computadorizada) e PET 
(tomografia de emissao de positrons); a ultima mede a extensao da captura da 
glicose marcada radiativamente, que geralmente e elevada em tecidos 
neoplasicos. (A, a partir de D.A. Guertin and D.M. Sabatini, Trends Mot. Med. 
11:353-361, 2005; B, a partir de M. Guba, von Breitenbuch, M. Steinbauer et al., 
Nat. Med. 8:128-135, 2002; C, cortesia de S. R Chawla and K.K. Sankhala, 
Century City Doctors' Hospital and John Wayne Cancer Institute, e de C. L. 
Bedrosian, Ariad Pharmaceuticals, Inc.) 
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Alem disso, fosforilando 4E-BP1, mTOR faz com que 4B-BP1 libere a sua liga^ao com o 
fator de inicia^ao da tradu^ao eIF4E (fator eucariotico de inicia^ao 4E); uma vez liberado, 
eIF4E forma complexos com varios outros fatores de inicia^ao, e os complexes resultantes 
permitem que os ribossomos iniciem a tradu^ao de certos mRNAs, especificamente aqueles 
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com regioes de oligopirimidina na sua regiao 5' nao-traduzida. Juntas, essas varias a^oes 
permitem que mTOR seja um governador-chave do crescimento celular (em vez de prolife- 
ra^ao celular; veja a Figura 8.2). 

Ate recentemente, acreditava-se que mTOR fosse um dos substrates downstream de Akt/ 
PKB, especificamente aquele que permite que Akt/PKB regule o crescimento celular pelo 
controle da slntese proteica. Mas isso esta mudando: entende-se agora que mTOR e ativa- 
dor-chave upstream de Akt/PKB. Essa mudan^a coloca mTOR em uma posi^ao muito mais 
potente na celula. Pelo controle de Akt/PKB, mTOR pode regular a apoptose e a prolifera- 
9 ao, alem da sua habilidade conhecida de regular o crescimento celular. 

Na verdade, mTOR aparece em dois locals do circuito descrito na Figura 16.44A, uma vez 
que ele e capaz de se associar a dois parceiros alternativos, cbamados Raptor e Rictor. O 
complexo mTOR-Rictor (juntamente com uma terceira protema, CPL) e regulado de ma- 
neiras desconhecidas por fatores de crescimento e e responsavel pela ativa^ao de Akt/PKB. O 
complexo mTOR-Raptor (+GPL), sobre o qual se conhece mais, e responsavel pela ativa^ao 
da slntese proteica (pela fosforilafao de S6K1 e 4E-BP1). Atuando junto com FKBP12, a 
rapamicina interage diretamente com o complexo mTOR-Raptor, que e rapidamente inibi- 
do depois que essa droga e aplicada as celulas. Entretanto, se o tratamento com rapamicina e 
continuado por varias boras, fmalmente o complexo mTOR-Rictor tambem e desligado, 
resultando na inibi^ao de Akt/PKB. O mecanismo pelo qual a rapamicina tern sucesso em 
inibir o complexo mTOR-Rictor e pouco compreendido. 

Esse efeito inibitorio sobre a sinaliza^ao de Akt/PKB parece ser responsavel por grande parte 
do efeito da rapamicina sobre celulas do cancer que exibem um PI3K hiperativado ou perda 
da expressao de PTEN. E plauslvel que tais celulas, de maneira muito semelhante as celulas 
de carcinoma pulmonar de celulas pequenas com receptores EGF mutantes (Barra lateral 
16.3), tenham se tornado “viciadas” nos sinais de Akt/PKB e deem uma guinada para apop¬ 
tose no momento em que elas forem privadas desses sinais pelas a^oes da rapamicina e de 
drogas relacionadas. Entretanto, as regras precisas que determinam a sensibilidade ao trata¬ 
mento com rapamicina ainda devem ser trabalhadas. 

O circuito regulador mostrado na Figura 16.44A intersecta em vias adicionais com a patoge- 
nese do cancer. Por exemplo, TSGl e TSG2 (tambem chamadas de hamartin e tuberin) ja 
apareceram neste livro no contexto de sens papeis como protelnas supressoras de tumores. A 
perda de qualquer uma dessas protelnas leva a esclerose tuberosa (Tabela 7.1); e, como visto 
na Figura 8.2, a perda de TSGl resulta na forma 9 ao de celulas gigantes tanto em moscas 
como em humanos. TSG2 atua como uma GAP (protelna ativadora de GTPase; veja, por 
exemplo, a Barra lateral 5.11) para Rheb, uma pequena protelna semelhante a Ras. Enquanto 
TSG2 permanecer no estado ligado a GTR Rheb contribui de maneiras desconhecidas para 
estimular o complexo mTOR-Raptor-CPL; entretanto, uma vez que TSG2 induziu Rheb 
para hidrolizar o seu GTR Rheb perde sua atividade estimuladora. No momento, outras 
conexoes sinalizadoras entre o circuito mTOR e a crltica indu^ao de crescimento e protelnas 
mitogenicas estao progredindo pela pesquisa em andamento. 

Varios derivados da rapamicina tern sido produzidos, e tres estao em testes cllnicos de fase 
inicial. O seu desenvolvimento tern sido encorajado, em parte, pela observa^ao de que dro¬ 
gas, como a rapamicina, podem ser toleradas por perlodos extensos por receptores de trans- 
plantes, indicando um nlvel baixo toleravel de efeito toxico colateral. Nos experimentos pre- 
cllnicos, a rapamicina dada aos camundongos em nlveis que sao usados para imunossupres- 
sao cronica tern fortes efeitos na supressao de neoangiogenese associada a tumor e, portanto, 
o crescimento tumoral (Figura 16.44B), um efeito que pode ser explicado pelo fato de que uma 
das tres isozimas Akt/PKB, Aktl, e crltica para a habilidade das celulas endoteliais e seus precur- 
sores para responder a estimulagao por fatores de crescimento do edotelio vascular (VEGF). 

Em alguns testes cllnicos, notavelmente aqueles com enfoque no tratamento de sarcomas, 
ocasionalmente tern sido observadas respostas cllnicas que sao bastante marcantes (Figura 
16.44G). E, em 2006, foi reportado que a rapamicina induz regressao de astrocitomas asso- 



SiNOPSE E PERSPECTIVAS / 787 


ciados a esclerose tuberosa (veja a Figura 8.2B). Na verdade, sao respostas clfnicas como essas 
que tem motivado a discussao sobre o circuito mTOR neste capi'tulo. Elas fornecem dicas 
atormentadoras de como esse circuito pode ser um dia manipulado para induzir a morte de 
celulas cancerosas, gerando melhoras substanciais na terapia dos tumores solidos. Esses avan- 
50 s provavelmente aparecerao a medida que os oncologistas aprenderem quais tipos de celu¬ 
las cancerosas sao particularmente senslveis aos analogos de rapamicina, muitas vezes na 
presen^a de outras drogas terapeuticas colaboradoras. 


16.16 Sinopse e perspectivas: desafios e oportunidades no 
caminho adiante 

“Quando o cancer sera curado?” Essa e a questao simples e logica mais freqiientemente colo- 
cada aos pesquisadores de cancer por aqueles que nao estao diretamente envolvidos nessa area 
de pesquisa bioqufmica. Nas suas mentes, estao as historias de outras medidas de saude pu- 
blica. Doen^as infecciosas, como polio e variola, podem ser prevenidas, e as infec 96 es bacte- 
rianas sao quase invariavelmente curadas. Doen^as do cora^ao estao aos olhos de muitos, 
bem no caminho de serem prevenidas. Por que com o cancer deveria ser diferente? 

A informa^ao neste livro fornece algum discernimento para as respostas a essas questoes. 
Tanto quanto temos invocado a unifica 9 ao dos conceitos para retratar o cancer como uma 
doen^a unica, a realidade - ao menos aos olhos de oncologistas clinicos — e muito diferente. 
O cancer e, na verdade, uma cole^ao de mais de 100 doen^as, cada uma afetando uma celula 
distinta ou um tipo de tecido no corpo. 

Analises patologicas nos levaram a utilizar esse mimero, ou outro um pouco maior. (Por 
exemplo, existem no minimo oito categorias histopatologicas diferentes de cancer de mama.) 
Entretanto, mesmo o mimero expandido, grande como possa ser, representa uma ilusao: o 
uso corrente de diagnostico molecular, especificamente arranjos de expressao genica, esta 
levando a uma explosao de subcategorias, de modo que, na segunda decada do novo milenio, 
varias centenas de doen^as neoplasicas distintas provavelmente serao reconhecidas, cada uma 
seguindo o seu proprio curso clinico razoavelmente predizivel e exibindo a sua propria res- 
ponsividade para formas especificas de terapia. Com a passagem do tempo, o diagnostico do 
cancer sera feito cada vez mais usando bioinformatica em vez dos olhos treinados de um 
patologista. 

Assim, a resposta inicial para questoes sobre “a cura” e que nao existira um atalho principal 
linico que curara todos os canceres - uma vitoria decisiva no campo de batalha -, simples- 
mente porque o cancer nao e uma doenq;a linica. Em vez disso, existirao varios conflitos 
pequenos que irao reduzir constantemente os indices gerais de morte de varios tipos de can¬ 
cer. E, como certos defeitos moleculares e processos patologicos (p. ex., angiogenese) sao 
compartilhados por multiples canceres humanos, existirao ocasioes em que avan 9 os terapeu- 
ticos sobre varias frentes serao realizados concomitantemente. 

Antes de especularmos sobre o future da terapia do cancer, e valido dar um passo para tras e 
acessar o escopo do desafio: ( 1 ) quao grande e o problema do cancer e, no future, o quao 
desesperadora sera a necessidade de curar varios tipos de doen^as neoplasicas? (2) O quao 
bem estamos fazendo agora para curar os principais tumores solidos? 

A epidemiologia e a demografia fornecem algumas respostas para a primeira questao. Elas 
geram estimativas moderadas do caminho a frente. As estatisticas na Figura 16.45 demons- 
tram que o cancer e, em grande parte, uma doen^a dos mais velhos, cujo mimero esta cres¬ 
cendo mais rapidamente e continuara assim, gerando aumentos progressives nos mimeros de 
mortes relacionadas ao cancer (mortalidade) por todas as decadas a seguir. 

Igualmente importante, ainda temos apenas maneiras muito imperfeitas de medir a inciden- 
cia - com qual freqiiencia a doen^a da o golpe. Isso complica muito as estimativas de efetivi- 
dade das terapias atuais e as necessidades futuras para terapias. Como indicado na Figura 
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Figura 16.45 A demografia e epidemiologia do cancer (A) Devido a 
quedas bruscas na mortalidade na meia idade, populagoes em paises 
industrializados estao envelhecendo rapidamente. Nos Estados Unidos, 
0 numero de individuos acima de 65 anos aumentou 11 vezes desde 
1900, enquanto o numero daqueles abaixo de 65 aumentou tres vezes. 
Aumentos comparaveis na populagao mais velha provavelmente 
ocorrerao por todo o mundo durante as proximas geragoes. (B) A 
porcentagem de morte, ajustada a idade, por cancer colorretal alterou 
apenas levemente durante varies decadas passadas. Outros canceres 
importantes mostraram curvas similares. (C) Como inumeras outras 
doengas, cancer e incomum cedo na vida ou durante a meia vida e 
entao aumenta rapidamente. Mostrada aqui esta a taxa de morte 
dependente da idade por cancer coiorretai. (D) Por causa do (1) 
aumento do numero de mais velhos de forma constante durante o secuio 


passado, que continuara dessa forma (veja o painei A), (2) cancer ser uma 
doenga de mais veihos (painei C), e (3) a taxa ajustada a idade da maioria 
dos canceres ter sido reiativamente constante durante varies decadas 
(como sugerido no painei B), o numero absoiuto de mortes anuais por 
causa de cancer aumentou dramaticamente durante os tres quartos 
passados de secuio nos Estados Unidos. Uma vez que essas tendencies 
provaveimente continuarao, o peso de cases de cancer nas sociedades 
industriaiizadas continuara a aumentar por varies decadas. (A, cortesia de 
D. Singer and R. Modes, a partir de U.S. Bureau of the Census 
Projections of 1996; B, cortesia de M.J. Thun, a partir de Cancer 
Statistics, 2003, American Cancer Society; C, a partir de A. Jemal, T. 
Murray, E. Ward et al., CA Cancer J. Clin. 55;10-30, 2005; D, a partir de 
A. Jemal, E.M. Ward and M.J. Thun, in V. DeVita et al. (eds.). Cancer; 
Principles and Practice of Oncology, 7th ed. Philadelphia: Lippincott/ 
Williams & Wilkins, 2004.) 


16.46, percepgoes sobre a incidencia de certos tipos de doengas neoplasicas sao fortemente 
influenciadas pelas praticas de diagnostico. 

Para varios tipos de cancer, quanto mais se procura, mais se acha. Estati'sticas como aquelas 
na Figura 16.46 sugerem que, no passado, varios canceres permaneceram sem diagnostico e 
assintomaticos, e que esses tumores estao contribuindo para a maior parte dos aumentos 
visiVeis na incidencia da doenga, notavelmente de tumores comuns, como aqueles que sur- 
gem na mama e na prostata. (As principais excegoes aqui sao os canceres relacionados ao uso 
do tabaco, cujo aumento da incidencia e real e alem de discussao, uma vez que as taxas de 
incidencia sao quase comparaveis com as taxas de mortalidade.) Tais estatfsticas indicam que, 
para varios tipos de tumores, temos apenas uma pobre apreciagao de quao grande e o numero 
daqueles que realmente requerem tratamento (veja a Barra lateral 16.4). 

Dados como aqueles na Figura 16.46 tambem questionam a nogao (Capi'tulo 11), profunda- 
mente incrustada no pensamento de varios biologistas do cancer e oncologistas clinicos, de 







SiNOPSE E PERSPECTIVAS / 789 


(A) 


o 

o 

o 

d 

o 


o 

'03 

3 

Q. 

O 

CL 

b 

CL 

03 



125 

100 

75 

50 

25 

0 

1986 1991 1986 2001 


incidencia total 


mortalidade 


incidencia de casos 
em estagios iniciais 

incidencia de casos em 
estagios avangados 


(B) 


CD 

E 

o 

C 

ro 

CD 

E 

CD 

~a 

CD 

o 

c 

<CD 

■g 

'o 


o 

o 

o 

CD 

o 


iS 

o 

i3 

D 

CL 

o 

CL 

b 

CL 


150 

125 

100 

75 

50 

25 

0 



0 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 


taxa de biopsias de pele realizadas em 9 regioes 
dos EUA (por 100.000 de populagao) 

• 1986 •2001 o 1987-2000 


Figura 16.46 Incidencia e mortalidade do melanoma A incidencia de 
melanoma nos Estados Unidos aumentou em seis vezes durante a ultima 
metade do seculo, levantando a questao de se essa tendencia criou urn 
aumento comparavel no numero de casos que necessitam tratamento 
clinico agressivo. (A) 0 transtorno na incidencia de melanoma (para as 
categorias de doengas localizadas de estagio inicial e disseminadas de 
estagio avangado, ambas diagnosticadas por bidpsia de pele) em nove 
areas dos Estados Unidos entre individuos acima dos 65 anos de idade 
indica urn aumento dramatico durante as duas decadas passadas na 
incidencia da doenga de estagio inicial e na incidencia relativamente 
constante da doenga de estagio avangado. A mortalidade ajustada por 
idade tern sido relativamente constante durante esses anos. (Melanoma e 
uma doenga cuja incidencia surge progressivamente com a idade, 
tornando este grupo de idade o que tern a incidencia e a mortalidade mais 
alias a partir dessa doenga.) Esses dados levantaram a questao de se a 
incidencia real da doenga de estagio inicial tern aumentado durante esse 


periodo, ou se a incidencia real tern sido relativamente constante e a 
incidencia registrada dessa doenga aumentou por causa das alteragoes 
nas praticas de triagem. (B) Se as taxas de incidencia, como aqueles do 
painel A, sao colocadas contra as taxas de triagem por melanoma em 
nove areas dos estados Unidos, como registrado durante varies periodos, 

0 grafico resultante revela uma correlagao proxima entre os dois. Isso 
fornece fortes indicagoes de que a incidencia da doenga e muito 
influenciada pelas praticas de diagndstico. Entao e possivel que (1) a 
incidencia verdadeira de melanomas que ameagam a vida (painel A) 
nao tenha alterado significativamente durante as ultimas duas decadas 
passadas; ou que (2) a verdadeira incidencia desses tumores 
aumentou, mas a intensificagao da triagem manteve a taxa de 
mortalidade nos niveis observados ha duas decadas pela permissao da 
remogao de tumores em estagios iniciais antes que eles progredissem 
para invasivos e metastaticos. (A partir de FI.G. Welch, S. Woloshin and 
L.M. Schwartz, BMJ 331:481, 2005.) 


Barra lateral 16.4 Qual e a verdadeira in¬ 
cidencia dos canceres que ameagam a vida? 
Para alguns, dados como aqueles mostra- 
dos na Figura 16.52 podem sugerir que a 
incidencia ajustada pela idade de melano¬ 
mas que ameagam a vida nao se alterou 
durante as ultimas duas decadas, e que a 
triagem por melanomas, que e praticada 
cada vez mais nos parses industrializados, 
apenas levou a descoberta de crescimentos 
que, em tempos anteriores, nao teriam sido 
noticiados e nunca teriam progredido para 
um estado altamente maligno. Isso sugeri- 
ria que a triagem por melanoma, e, por ex- 
tensao, por outras malignidades em estagio 
inicial, teria poucos efeitos beneficos em 
termos de redugao de mortalidade. 

Mas existe uma outra visao igualmente 
plausi'vel: que a verdadeira incidencia dos me¬ 
lanomas com potencial de se tornarem amea- 
gadores a vida tern aumentado, de fato, cons- 
tantemente nas decadas recentes (p. ex., como 


uma conseqiiencia da exposigao aumentada ao 
sol), e que a triagem preveniu um aumento as- 
sociado na mortalidade, uma vez que ele fre- 
qiientemente leva a remogao de tais crescimen¬ 
tos muito antes que eles tenham tempo de pro- 
gredir para um estado altamente maligno. Em 
partes da Australia, por exemplo, onde a tria¬ 
gem por melanomas tern sido praticada am- 
plamente ha tres decadas, a mortalidade por 
melanoma ajustada pela idade tern realmente 
diminui'do nos ultimos anos. Significativa¬ 
mente, a mortalidade tern diminui'do em gru- 
pos de pessoas que nasceram apos 1950, quan- 
do o reconhecimento do perigo da radiagao 
UV tornou-se conhecido. Mas mesmo essa es- 
tati'stica e sujeita a interpretagoes alternativas: a 
diminuigao pode ter sido por causa da preven- 
gao (na forma de logao protetora contra o sol e 
maiores protegees da pele ao ar livre) em vez de 
devida a triagem. 

Em ambos os casos, esta claro que as medi- 
das existences da incidencia da doenga para essa 


e outras neoplasias relativamente comuns sao 
altamente inexatas, o que complica muito o 
desenvolvimento de estrategias para reduzir a 
mortalidade relacionada ao cancer. Assim, na 
medida em que as tecnologias para deteegao 
melhoram (veja a Figura 16.3), a proporgao 
dos tumores descobertos que provavelmente 
se tornarao altamente malignos provavelmente 
diminuira, e uma proporgao aumentada de 
tumores sera submetida a terapia quando ne- 
nhuma e justificada pelo curso natural desses 
crescimentos mais benignos. Essas tendencias 
destacam os dilemas identicos encarados por 
aqueles que estao envolvidos no desenvolvi¬ 
mento de varies tipos de terapia para o can¬ 
cer: o numero absolute de casos que reque- 
rem tratamento e desconhecido, e e dificil 
distinguir com alguma certeza entre aqueles 
crescimentos que necessitam de um tratamen¬ 
to agressivo e aqueles que podem ser ignora- 
dos ou, no maximo, submetidos a “observa- 
gao atenta”. 
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Figura 16.47 Incidencia de cancer e 
sobrevivencia desde 1950 nos Estados 
Unidos Lima maneira de medir o sucesso 
terapeutico do tratamento de urn certo tipo 
de tumor e determiner a percentagem de 
pacientes que sobrevivem por cinco anos 
apds 0 diagnostico inicial. (A) Se a 
extensao do tempo de sobrevivencia do 
paciente apos o diagnostico for uma 
reflexao do aumento da eficacia do 
tratamento, essa extensao deveria estar 
correlacionada com uma diminuigao na 
mortalidade, por esse tipo de tumor, 
ajustada a idade durante o ultimo meio 
seculo. Na verdade, como indicado aqui, 
nao existe correlagao entre esses dois 
parametros quando alteragoes nas taxas de 
sobrevivencia por cinco anos de varies 
tumores solidos sao colocadas contra as 
alteragoes na mortalidade. (Note os 
coeficientes baixos de correlagao, acima, a 
direita). (B) Em vez disso, existe uma 
correlagao significativa entre alteragoes na 
sobrevivencia por cinco anos e alteragoes 
na incidencia da doenga. Se a ultima e 
fortemente afetada por diagnostico 
tendencioso (veja a Figura 16.46), entao 
aumentos na sobrevivencia por cinco anos 
se tornam muito dificeis se serem 
interpretados, uma vez que eles podem 
refletir amplamente a detecgao de uma 
doenga em urn estagio mais inicial do 
curso clinico natural. (A partir de Fi.G. 

Welch, L.M. Schwartz and S. Woloshin, J. 
Am. Med. Assoc. 282:2976-2978, 2000.) 


que os crescimentos benignos estao em perigo de se tornarem, mais cedo ou mais tarde, 
altamente malignos. A epidemiologia do cancer agora nos confronta com uma possibilidade 
alternativa; varios tipos de tumores em estagio inicial, incluindo aqueles associados a tipos de 
cancer que ocorrem normalmente, provavelmente nao progredirao para uma malignidade de 
alto grau durante um pen'odo de vida medio. Infelizmente, estamos apenas comegando a 
aprender como segregar aqueles tumores que estao verdadeiramente merecendo um trata¬ 
mento agressivo daqueles que nao (veja, por exemplo, a Figura 16.4). 

Para a segunda questao, que negocia com a efetividade das terapias atuais para o cancer, 
nossas percepgoes estao fortemente influenciadas pelo fato de que as pessoas estao vivendo 
por mais tempo com seus canceres. Isso fornece uma medida de seguranga renovada que o 
progresso esta fazendo. Entretanto, algumas dessas melhorias percebidas na terapia podem, mais 
uma vez, ser artefatos de uma triagem aumentada e de tecnicas de detecgao mais sensi'veis que 
descobrem os tumores relativamente cada vez mais cedo no seu desenvolvimento, dando ao pa¬ 
ciente anos adicionais de sobrevivencia antes que a progressao do tumor avance pelo seu curso 
natural, com ou sem tratamento (Figura 16.47). Essas logicas forgam a conclusao de que a eficacia 
das terapias podem ser medidas acuradamente apenas por experimentos bem-controlados: com- 
paragoes de varias populagoes de pacientes que estao afligidas pela mesma malignidade e expostas 
em paralelo a diferentes agentes ou protocolos de tratamento. Tais comparagoes lado a lado tern, 
ate recentemente, gerado apenas ganhos incrementais no tratamento da maioria dos tumores 
solidos (veja, por exemplo, a Figura 16.22), mas isso esta comegando a mudar, a medida que 
novas drogas e anticorpos monoclonais sao introduzidos na cb'nica. 

Gleevec, Avastin e Rituxan (veja as Segoes 13.10 e 15.20) vem a mente nesse ponto. A maior 
esperanga e que agentes como esses sejam os precursores de diizias e, fmalmente, centenas de 
drogas especi'ficas muito eficazes. Esforgos para desenvolver tais drogas altamente especi'ficas, 
incluindo anticorpos, irao com certeza gerar numeros continuamente aumentados de agen¬ 
tes anticancer aprovados em cada ano que se passa. O uso de procedimentos monitorados 
por computador, como triagem em larga escala (HTS), automatizou a determinagao das 
estruturas de moleculas-alvo, e o desenho auxiliado por computador de moleculas de drogas 
(Figura 16.48) ja comegou a colocar essa tendencia em movimento. 


Tradicionalmente, novos grupos tern sido avaliados como agentes unicos durante o desenvolvi¬ 
mento pre-clmico e testes clmicos de Fase I. Essa pratica contrasta com a crenga crescente dos 
pesquisadores do cancer de que a maioria das monoterapias provavelmente nao geram tratamen- 
tos curativos e que, com raras excegoes, respostas clmicas verdadeiramente bem-sucedidas depen- 
derao do uso de combinagoes de drogas anticancer. Parte do seu racional deriva da plasticidade 
genetica conhecida de populagoes de celulas tumorais. Como aprendemos no Capi'tulo 12, geno- 
mas de celulas tumorais sao geneticamente instaveis, e o grande numero de celulas neoplasicas 
dentro dos tumores esta contuinuamente produzindo subclones variantes. Alguns desses podem, 
por casualidade, ter adquirido os meios para resistir a morte pelos agentes terapeuticos, e, uma vez 
confrontadas com um agente desses, essas variantes terao sucesso mesmo na medida em que a 
massa de celulas em um tumor esteja sendo eliminada. 
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Tais pensamentos, originalmente inpirados pelo comportamento das popula^oes de bacterias 
tratadas com andbioticos, precisam de terapias que envolvem o tratamento simultaneo com 
dois ou mais agentes que tern mecanismos bem diferentes de a^ao. Se a probabilidade de 
resistencia adquinda para matar celulas por um linico agente e pequena (p. ex., 1 em 10 ^), a 
probabilidade de clones celulares adquirirem resistencia a dois agentes e muito menor, possi- 
velmente o quadrado dessa probabilidade (1 em 10'°). O ultimo mimero pode ser maior do 
que o mimero total de celulas em um tumor, tornando improvavel que qualquer celula linica 
seja capaz de resistir simultaneamente a morte por ambos os agentes. (A existencia de resis¬ 
tencia a miiltiplas drogas enfraquece um pouco esse argumento.) 

A logica das terapias com miiltiplas drogas e sustentada pelas informa 96 es acumuladas sobre 
tumorogenese em miiltiplas etapas, na qual certos fenotipos de celulas cancerosas podem ser 
obtidos pelas a^oes combinadas de varias altera^oes geneticas e/ou epigeneticas (veja a Figura 
11.43). Um exemplo e fornecido por tumores nos quais a via de sinalizaq;ao Ras foi ativada e 
as vias supressoras de tumores p53 e PTEN foram inativadas. Cada uma dessas mudan^as, a 
sua propria maneira, reduz a chance de uma celula cancerosa poder ser empurrada para a 
beira da apoptose. Essa sobreposi^ao da fun 9 ao apoptotica pode requerer um tratamento que 
tenha como alvo todas as tres vias de sinaliza^ao, com o objetivo de destruir a celula cancero¬ 
sa. (De maneira interessante, um inibidor de tirosina cinase de baixo peso molecular pode 
atuar sinergisticamente com anticorpos monoclonais sobre um alvo em comum, o receptor 
EGF, indicando que os beneflcios terapeuticos podem vir, com freqtiencia, a partir de com- 
bina 96 es surpreendentes de agentes.) 


Figura 16.48 Triagem virtual - o desenho 
de drogas no computador A triagem em 
larga escala gerou um grande mimero de 
drogas candidatas altamente atrativas, 
varias das quais avangaram para um teste 
clinico. No futuro, entretanto, muito dessa 
triagem, que e de alto custo, pode ser 
evitada pelo desenvolvimento de algoritmos 
potentes que permitam aos farmacologistas 
desenhar drogas usando as estruturas 
conhecidas das proteinas-alvo. 0 
desenvolvimento da droga aqui ilustrada 
comegou com um composto que mostrava 
uma afinidade muito fraca (ICgg de 30 gM) 
para o sitio de ligagao a ATP do receptor 
TGF-p tipo I da cinase. Pesquisadores 
entao procuraram em um banco de dados 
de 200 mil compostos conhecidos por 
compostos que compartilhavam alguma 
caracteristica quimica com o composto 
inicial e obedeciam aos obstaculos 
impostos pela estrutura conhecida do sitio 
de ligagao a ATP Isso gerou as estruturas 
de 87 especies quimicas que satisfazem tal 
criteria e que foram entao triadas por meio 
de tecnicas bioquimicas convencionais. 
Uma dessas, chamada de FITS466284, 
mostrada aqui, se assenta no sitio de 
ligagao a ATP do receptor TGF-p tipo I da 
cinase, exibe um ICgg de 27 nM e, assim, 
funciona como um potente inibidor da 
sinalizagao por TGF-p. Significativamente, 
um outro grupo de pesquisa, que trabalha 
independentemente, chegou a uma 
molecula inibidora identica usando triagem 
convencional em larga escala. As pontes 
de hidrogenio estao indicadas por linhas 
pontilhadas. (A partir de J. Singh, C.E. 
Chuaqui, RA. Boriack-Sjodin et al., Bioorg. 
Med. Chem. Lett. 13:4355-4359, 2003.) 


No momento, a escolha de drogas a serem usadas sozinhas ou em combinagao e inspirada 
pela intuigao biologica ou por suposigoes pouco informadas. Cada vez mais na proxima 
decada, estrategias para organizar protocolos de tratamentos com miiltiplas drogas serao in- 
fluenciadas por nossa compreensao rapida da evolugao do desenho do circuito de sinalizagao 
dentro das celulas humanas e por diagnosticos moleculares que mostram como certas vias de 
sinalizagao tern sido perturbadas em alguns tumores e nao em outros. A genomica funcional 
usando arranjos de expressao genica ja comegou a mudar isso, como indicado pelas analises 
dos grandes linfomas difusos de celulas B descritas neste capitulo (Figura 16.5). 


E se as forgas reais de uma droga candidata forem apenas notaveis quando ela e utilizada em 
combinagao com varias outras? Em teoria, varies agentes anticancer deveriam cair nessa cate- 
goria, sugerindo que varias drogas candidatas verdadeiramente uteis foram descartadas no 
passado e que varias outras sofrerao esse fato no futuro, simplesmente porque a sua verdadei- 
ra utilidade como agente de combinagao nunca sera testada. Mais uma vez, espera-se que a 
nossa compreensao cada vez maior sobre o circuito de sinalizagao subcelular melhore essa 
situagao (mas veja a Barra lateral 16.5). 
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Barra lateral 16.5 O nao-incentivo le¬ 
gal e financeiro diminui a chance de 
testar drogas em combina 96 es Atual- 
mente, as dificuldades biologicas de tes¬ 
tar drogas candidatas em combina^ao 
com outras sao compostas por formas 
economicas que freqiientemente nao dao 
incentivo a companhias farmaceuticas 
para testar as suas proprias drogas em 
combina^ao com aquelas produzidas 
pelos sens concorrentes. As regulamen- 
ta^oes de patentes tambem tern desen- 
corajado certos usos de compostos pa- 
tenteados por empresas que estao em 
competi^ao direta com o proprietario da 
patente. 

No passado, as dificuldades para or- 
ganizar testes clinicos iniciais com miil- 
tiplas drogas eram tambem combinadas, 
nos Estados Unidos, a insistencia da 
Food and Drug Administration (FDA) 
de que a eficacia clinica dos candidates 
a drogas deveria ser demonstrada quan- 
do eles eram usados como monoterapias. 
Mas isso come^ou a mudar. Por exem- 
plo, Erbitux, um anticorpo monoclonal 
anti-receptor de EGF (Barra lateral 
15.4), foi aprovado inicialmente para uso 
juntamente com irinotecan, pois os dois 
usados juntos geraram respostas muito 
melhores do que o irinotecan sozinho. 
(Irinotecan e um agente citotoxico mais 
tradicional que funciona como um ini- 
bidor da topoisomerase 1 .) 


A descoberta de celulas-tronco tumorais, como descrito no Capi'tulo 11, cria outro grande 
desafio para o desenvolvimento de drogas anticancer. Lembre que a auto-renova^ao das celu¬ 
las-tronco tumorais pode semear novos tumores, enquanto a sua progenie amplificadora em 
transito, muito mais numerosa, com capacidade de auto-renova^ao limitada, nao pode. Esse 
esquema de organiza^ao foi inicialmente demonstrado em leucemias, carcinomas de mama e 
tumores cerebrals, mas, a longo prazo, provavelmente descrevera a organiza^ao da maioria 
dos outros tipos de tumores humanos tambem. 

Tal organiza 9 ao hierarquica funcionando dentro dos tumores alimenta importantes implica- 
96 es para o desenvolvimento de drogas anticancer. Tradicionalmente, a valida^ao cb'nica da 
eficacia terapeutica dessas drogas dependeu de demonstra^oes da sua habilidade em parar um 
crescimento adicional de tumores ou em causar diminuifoes significativas no tamanho do 
tumor. Varies agentes antitumorais sendo testados em testes clmicos podem encolher massas 
tumorais pela elimina^ao de popula^oes de celulas amplificadoras em transito, que consti- 
tuem uma grande massa de celulas neoplasicas nesses crescimentos. Entretanto, se as celulas- 
tronco tumorais de auto-renova^ao sao deixadas sem serem tocadas por essas drogas (veja a 
Figura 16.30), o tumor tern uma alta probabilidade de crescer novamente, levando, mais 
cedo ou mais tarde, a reincidencia cb'nica. 

Essa organiza^ao das celulas neoplasicas dentro de um tumor significa que remissoes duraveis 
e curas so podem derivar de terapias que golpeiam o cora^ao do tumor — as celulas-tronco 
tumorais de auto-renova 9 ao. Atualmente, ensaios para a presen^a dessas celulas na maioria 
dos tipos de tumores essencialmente nao existem. Portanto, esfor^os no desenvolvimento de 
drogas estao amarrados porque eles nao tern uma ferramenta-chave anab'tica necessaria para 
o desenvolvimento de terapias verdadeiramente eficazes. 

Um problema maior ainda nao-resolvido diz respeito aos modelos biologicos de tumores 
humanos que sao usados no desenvolvimento pre-ch'nico de drogas. Alguns modelos de xe- 
noenxertos de cancer humano sao uteis na predi^ao do comportamento dos tumores encon- 
trados na clinica oncologica, mas varios nao sao (veja a Barra lateral 13.2). O desenvolvimen¬ 
to de modelos pre-cllnicos preditivos de cancer humano, se existirem, certamente reduzirao 
o custo do desenvolvimento de drogas e, muito possivelmente, podem ate evitar certos testes 
clmicos da fase inicial. No momento, o desenvolvimento de modelos de tumores animais, 
verdadeiramente liteis, e um pouco mais do que uma esperan^a irreal. 

As celulas nao-neoplasicas do estroma dentro de um tumor podem ser os principals determinantes 
da responsividade para a maioria das terapias com drogas; apesar disso, as suas contribui^oes nao 
sao reconhecidas no desenho de varios modelos pre-cllnicos de cancer humano. No Capltulo 13, 
aprendemos, por exemplo, que as celulas mais radiossenslveis em alguns tumores sao provavel¬ 
mente as celulas endoteliais que formam a sua neovasculatura (veja a Figura 13.48). Alem disso, 
parece cada vez mais provavel que varios quimioterapicos anticancer amplamente usados tenham 
fortes efeitos sobre as celulas endoteliais associadas a tumores que nunca foram suspeitas no passa¬ 
do. De fato, alguns pesquisadores estao redesenhando protocolos de tratamento quimioterapeuti- 
co com o objetivo de otimizar sens efeitos toxicos sobre a neovasculatura associada a tumor. O 
reconhecimento dessas duas classes de celulas — celulas-tronco cancerosas e celulas do estroma de 
tumores - como alvos biologicos criticamente importantes de quimioterapia certamente modifi- 
carao a completa paisagem do campo do desenvolvimento de drogas. 

O ultimo teste de varias drogas candidatas anticancer vem apenas quando elas sao testadas 
em um numero substancial de pacientes de cancer. Nesse estagio, o desenvolvedor da droga 
com freqiiencia e confrontado pelo dilema de nao saber quais tipos de tumores provavelmen¬ 
te responderao. Deveria uma droga candidata ser testada em pacientes que sofrem de carci¬ 
nomas pancreaticos ou neuroblastomas? As lesoes moleculares descobertas nesses e em outros 
tipos de celulas cancerosas pareceriam ser indicadores muito liteis que podem ser usados para 
informar essa decisao. Mas, bastante freqiientemente, certos tipos de tumores respondem por 
razoes que nao podem ser preditas pelos genes mutantes e pelas vias de sinaliza^ao desregula- 
das sabidamente presentes nesses crescimentos e, assim, as escolhas de pacientes recrutados 
para os testes clinicos sao arbitrarias e abaixo do adequado. Mais uma vez, podemos apenas 
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esperar que a nossa percep^ao cada vez maior sobre as etiologias moleculares de varies cance- 
res forne^a linhas de dire^ao verdadeiramente uteis para os oncologistas prosseguirem. 

Nos final das contas, o maior desafio do desenvolvimento atual de drogas e demonstrar a 
eficacia em longo prazo: uma droga que esta sendo testada tern efeitos significativos na exten- 
sao da expectativa de vida de pacientes com cancer e deverlamos ousar esperar que ela possa 
alcan^ar curas duraveis? Algumas popula^oes de celulas cancerosas podem desenvolver meca- 
nismos de evasao a drogas pelo aumento das suas defesas antiapoptoticas. Todavia, outras 
podem perder controles de pontos de checagem que previamente as tornaram sensiVeis a 
certos tipos de tratamentos com drogas. Tumores formados a partir de celulas cancerosas cuja 
morte foi previamente alcan 9 ada pelo ataque mediado por anticorpos pode simplesmente 
regular para baixo a expressao do antfgeno reconhecido pelo anticorpo terapeutico. Um nu- 
mero significativo de celulas cancerosas pode desenvolver resistencia a uma droga por meio 
de estrategias que previnem o acumulo intracelular de drogas. No momento, ainda nao esta 
claro se um dia seremos capazes de desenvolver estrategias de tratamento que antecipem a 
plasticidade e a evasividade das celulas cancerosas, permitindo que desenvolvamos curas de- 
finitivas em longo prazo de malignidades que foram incuraveis por muito tempo. 

Independentemente do desafio do desenvolvimento e testes de drogas para o cancer estao os 
problemas mais transcendences criados pela biologia complexa dos canceres humanos: dife- 
rentes tipos de drogas precisam ser desenvolvidos para diferentes classes de cancer ou um 
pequeno mimero de tratamentos irao encontrar uma ampla aplicabilidade? Diferentes tumo¬ 
res dentro de uma dada classe (p. ex., carcinomas de colon) requerem tratamentos distintos 
feitos sob medida com base nos sens genotipos e fenotipos particulates? Um dia seremos 
capazes de prover uma “medicina molecular personalizada” a um custo que pode ser pago, no 
qual as caracten'sticas detalhadas de cada tumor de paciente e constitui^ao genetica infor- 
mam o desenho de uma terapia personalizada? 

Alguma vez serao desenvolvidas drogas antineoplasicas que tern efeitos letais sobre crescimentos 
malignos enquanto tern mlnimos efeitos colaterais sobre tecidos normais? E os desenbistas de 
drogas deveriam responsabilizar-se para desenvolver drogas anticancer que mantem os tumores 
sob controle em vez de tentar destrui'-los? O objetivo de curar totalmente varies tipos de tumores 
pode muito bem ser um objetivo inalcan^avel, e, para esses tumores, reduzir o cancer para uma 
doen^a cronica mas suportavel pode ser um objetivo mais realizavel. (Esse e o pensamento de 
pesquisadores que desenvolvem novos tipos de terapias anti-HIV.) 

Um censo em 2004 de genes mutados nos genomas de celulas cancerosas humanas “pescou” 291 
genes distintos - quase 1,5% dos genes presences no genoma humano (Figura 16.49). Desses, 228 
estao envolvidos em cancer apenas por muta^ao somatica, enquanto 32 estao envolvidos por 
muta^oes em alelos, que sao adquiridas tanto somaticamente como pela linhagem germinal. Essa 
lista sem diivida crescera; por exemplo, genes cujo envolvimento no cancer so e evidence a partir 
da metila 9 ao dos sens promotores nem foram inclui'dos nesse censo. 

Esse censo fornece varios alvos promissores para o desenvolvimento de drogas para pesquisa¬ 
dores envolvidos no desenvolvimento de novos tipos de terapias anticancer. Ao mesmo tem¬ 
po, ele representa uma complexidade confusa. Alguns desses genes sao mutados apenas em 
raros canceres, e os custos para desenvolver drogas terapeuticas direcionadas contra sens pro- 
dutos proteicos provavelmente nunca serao recuperados por vendas. A maior parte das pro- 
telnas mutantes codificadas contribui de maneira ainda obscura para o crescimento neoplasi- 
co de varios tipos de celulas humanas cancerosas. Como alguma vez relacionaremos papeis- 
chave com cada um dos aproximadamente 300 genes mutantes que ja sao conhecidos ou 
suspeitos de estarem envolvidos na patogenese de varios canceres? Nossos metodos atuais de 
assimilar e interpretar dados sobre os genomas de celulas humanas cancerosas e vias de sina- 
liza^ao nao sao adequados para a tarefa. 

Varios pesquisadores do cancer gostariam de compreender inteiramente um sistema biologi- 
co, como uma celula de cancer viva, em vez dos sens componentes funcionais individuais. 
Aos seus olhos, a biologia reducionista, que enfoca o indivi'duo, teve seus dias, e chegou a vez das 
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Figura 16.49 Alvos para o desenvolvimento 
futuro de drogas para o cancer Lima 
analise da literatura sobre o cancer, em 
2004, revelou ao menos 291 genes que 
foram implicados como contribuintes 
casuals de canceres humanos. Desses, 
sabe-se que 260 estao presentes, como 
alelos mutados somaticamente, nos 
genomas de celulas cancerosas humanas. 
Entretanto, a maior parte dos ultimos estao 
mutadas somaticamente nos genomas de 
tumores mesenquimais (leucemias, 
linfomas e sarcomas), deixando apenas 77 
genes que sao mutantes para os tumores 
muito mais comuns dos tipos restantes. 
Dado 0 numero de genes para cinase 
presentes no genoma humano, espera-se 
que seis cinases estejam entre os 291 
genes associados a cancer, dos quais 27 
estao realmente presentes nessa lista. Ao 
contrario, esperava-se que os receptores, 
mais numerosos, acoplados a proteina G 
(GPCRs), gerassem no minimo oito genes 
associados ao cancer, mas apenas urn 
estava presente. (Cortesia de M.R. 

Stratton.) 


63 - numero total de 
genes presentes em 
formas alteradas 
na linhagem 
germinal 



mutagoes somaticas 
no cancer 

mutagoes na linhagem germinal 
predispondo ao cancer 

tanto mutagoes somaticas 
como da linhagem germinal 


260 - numero total de 

genes alterados 

por mutagoes somaticas 


vastas quantidades de informagao conheddas sobre esses componentes serem integradas nos siste- 
mas complexos de interagao cujo comportamento pode ser predito pela bioinformarica. 

Sucessos nesses esforgos, envolvendo a nova disciplina de “biologia de sistemas”, certa- 
mente beneficiarao a pesquisa sobre o cancer. Imagine um dia — ainda daqui ha anos — 
em que as respostas biologicas de varias celulas humanas, normals ou malignas, poderao 
ser preditas por modelos matematicos dessas celulas e seus circuitos controle internes. 
Tais avangos tornarao varias praticas correntes na biologia experimental, incluindo va¬ 
rias etapas do desenvolvimento de drogas, desnecessarias. Se isso alguma vez se tornar 
possi'vel, o desenvolvimento de drogas sera mais uma materia de bioinformarica do que 
de biologia de bancada do laboratorio. 


Mas, ate o momento, a maior parte disso permanece um sonho, muito alem no futuro. Ate 
agora, no minimo, necessitamos lutar com as amargas realidades do desenvolvimento de 
drogas, os modelos animals inadequados, nossa ignorancia sobre o comportamento do cir- 
cuito regulador das celulas e as complexidades biologicas confusas do cancer humano. 


Conceitos-chave 

• A ciencia da oncologia molecular revelou diizias de proteinas cujo mau funcionamento 
contribui para a formagao e manutengao de tumores. 

• Entre essas proteinas, estao aquelas cujas propriedades moleculares as tornam alvos atra- 
tivos para novos agentes terapeuticos anticancer, como anticorpos monoclonais ou dro¬ 
gas de baixo peso molecular. 

• Proteinas que sao alvos atrativos para o ataque por anticorpos estao invariavelmente loca- 
lizadas na superficie da celula ou no espago extracelular. 

• A maioria das proteinas que e alvo atrativo para o ataque de compostos de baixo peso 
molecular sao enzimas que possuem fendas cataliticas promissoras para o desenvolvimen¬ 
to de drogas. 

• Avangos recentes expandiram o espectro de alvos promissores para o desenvolvimento de 
drogas para incluir certas interagoes proteina-proteina que tambem podem ser inibidas 
por drogas de baixo peso molecular. 

• Devem ser escolhidos alvos proteicos cuja inativagao leve ao encerramento da prolifera- 
gao de celulas tumorais ou para sua morte por apoptose. 

• As drogas anticancer desenvolvidas com maior sucesso ate agora tern sido aquelas que 
interferem no funcionamento de varias cinases promotoras do crescimento e da sobrevi- 
vencia, especificamente, tirosina cinases associadas a receptores. 
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• Drogas com sucesso devem ter um alto I'ndice terapeutico, farmacocinetica e farmacodi- 
namica adequada e mi'nimos efeitos colaterais sobre os principals sistemas de orgaos. 

• Estudos de drogas em testes de Eases I, II e III sao essenciais, porque estudos pre-clmicos 
sobre a eficacia e tolerabilidade de drogas sao pouco preditivos sobre o comportamento 
das drogas em humanos. 

• As indicafoes para o uso clmico de certas drogas podem ser baseadas no comportamento 
conhecido das protemas-alvo nas celulas cancerosas (como e o caso do Gleevec) ou, em 
vez disso, depender fundamentalmente de testes empfricos, de como varios tipos de tu- 
mores humanos respondem ao tratamento (como com Velcade). 

• A estratifica^ao de tumores visivelmente similares em subclasses limitadas ajuda muito os 
pesquisadores e medicos a encontrar drogas para os tipos de celulas tumorais especi'ficas 
que elas podem tratar com maior eficacia. 

• O grande beneflcio de certas drogas, como o Gleevec, pode finalmente ser provado deri- 
var da sua ampla especificidade-alvo, permitindo que elas sejam usadas em uma grande 
variedade de canceres. 


Questoes elaboradas 


1. Quais sao as vantagens e desvantagens terapeuticas de usar uma 
droga que afeta um amplo espectro de alvos moleculares? 

2. Dada a cole^ao ampla e heterogenea de moleculas de sinaliza- 
q;ao que tern sido retratadas neste livro desempenhando papeis- 
chave na patogenese de varios canceres, quais classes voce acha 
que poderiam vir a ser os alvos para o desenvolvimento de um 
novo espectro de terapias anticancer ao lado das muito estuda- 
das cinases? 

3. Como os tumores que se iniciaram pela forma^ao de um certo 
oncogene poderiam se tornar independentes desse oncogene 
mais tarde na progrssao tumoral? 

4. Quais estrategias voce implementaria mediante o achado de que 
celulas dentro de um tumor se tornaram resistentes a uma tera- 
pia com drogas apos um longo tratamento? 


5. Tendo conclufdo que produtos naturals representam uma fon- 
te rica de drogas anticancer em potencial, quais obstaculos po¬ 
deriam limitar a procura e os testes de tais drogas? 

6 . Quais os obstaculos estao no caminho do desenvolvimento de 
drogas para tumores que representam apenas uma parte muito 
pequena dos canceres totals carregados pela popula^ao? 

7. Na oncologia clmica do futuro, quais tipos de informa^ao po¬ 
deriam ser incluidos na montagem de terapias anticancer que 
sao sao feitas sob medida especificamente para responder a um 
determinado tumor de um paciente? 

8 . Quais estrategias voce proporia para desenvolver modelos pre- 
chnicos de tumores humanos que sao altamente uteis na predi- 
^ao das respostas dos pacientes a drogas candidatas? 
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Abreviaturas 


A 

(1) adenina; (2) adenosina 

CAD 

DNase ativada por caspase 

ABC 

subtipo de DLBCL ativado, semelhante a celula B 

CAF 

fibroblasto associado a carcinoma 

ABH 

homologo a alkB 

CAK 

cinase ativadora de CDK 

Abl 

oncoprotema do virus da leucemia Abelson 

CalB 

domi'nio de liga^ao a calcio-fosfolipi'dio 

ACT 

transferencia de celula adotiva 

cAMP 

monofosfato de adenosina ci'clico 

ACTH 

hormonio adrenocorticotropico 

CASP 

gene codificante para caspase 

ADCC 

cirotoxicidade celular dependente de anticorpo 

CBP 

protei'na ligadora ao elemento de resposta ao AMP ci'clico 

AEV 

virus da eritroblastose aviaria 

CCK 

colecistoquinina 

AFBl 

aflatoxina B1 

CDC 

cirotoxicidade dependente de complemento 

Ag 

anti'geno 

CDHI 

E-caderina 

AID 

ciridina deaminase induzida por ativa^ao 

CDK 

cinase dependente de ciclina 

AIDS 

smdrome da imunodeficiencia adquirida 

Cdkl 

inibidor de CDK 

ALL 

leucemia linfocirica (ou linfoblastica) aguda 

cDNA 

copia de DNA complementar ao mRNA 

ALT 

alongamento alternativo dos telomeros 

CEA 

anti'geno carcinoembrionico 

ALV 

virus da leucose aviaria 

CEF 

fibroblasto de embriao de galinha 

AML 

leucemia mielogenosa aguda 

CEP 

progenitora endotelial circulante (cdula) 

AMP 

monofosfato de adenosina 

CGH 

hibridizagao genomica comparativa 

AMV 

virus da mielocitomarose aviaria 

Chip 

imunoprecipita^ao de cromatina 

Ang 

angiopoietina 

CHOP 

ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona (protocolo 

AP 

(1) apun'nica; (2) apirimidmica 


de quimioterapia) 

Apaf-I 

fator 1 apoptorico arivado por protease 

Cl 

intervalo de confianga 

APC 

(1) celula apresentadora de anti'geno; (2) complexo promotor de 

CIITA 

transativador de classe 11 (fator de transcri^ao) 


anafase; (3) polipose adenomatosa 

CIN 

(1) neoplasia intra-epitelial cervical; (2) instabilidade cromossomal 

APE 

(1) endonuclease apun'nica; (2) endonuclease apirimidmica 

CIS 

carcinoma in situ 

APL 

leucemia promielocitica aguda 

CKII 

casema cinase II 

ARE 

base de leitura alternativa (protema) 

CML 

leucemia mielogenosa cronica 

asmase 

esfingomielinase acida 

CMV 

citomegalovi'rus 

AT 

ataxia telangiectasia (smdrome) 

CNL 

leucemia neutrofilica cronica 

ATM 

mutado na ataxia telangiectasia 

CNS 

sistema nervoso central 

ATP 

trifosfato de adenosina 

COX-2 

cicloxigenase-2 

ATR 

cinase relacionada a ATM 

CPD 

di'mero de pirimidina ciclobutano 

ATRA 

acido retinoico completamente trans 

CPE 

efeito citopatico 

AUC 

area abaixo da curva 

CR 

resposta completa 

BCC 

carcinoma celular basal 

I3cRA 

13-cA-acido retinoico 

BCG 

Bacillus Calmette-Guerin {mycobacterium) 

Crkl 

semelhante a Crk {tambem CrkL) 

BcI-2 

gene do linfoma de celula B-2 

CS 

si'ndrome da cocai'na 

BCNS 

si'ndrome do nevus da cdula basal 

CSF-I 

fator estimulador de colonias 1 

BCR 

regiao de quebra de grupamento 

Csk 

cinase Src C-terminal 

BER 

reparo de DNA por excisao de base 

CT 

(1) cancer-testis (anti'geno); (2) tomografia computadorizada (raio X); 

P-gal 

p-galactosidase 


(3) quimioterapia 

P2™ 

p 2 -microglobulina 

CTGF 

fator de crescimento do tecido conjuntivo 

BFB 

quebra-fusao-ponte (ciclo dos cromossomos) 

CTL 

linfocito T citotoxico 

BH 

homologo a Bcl-2 (domi'nio) 

CTLA-4 

anti'geno 4 associado a linfocito T citotoxico 

BHK 

rim de filhote de hamster (cdulas) 

CTVS 

sarcoma venereo transmissivel canino 

bHLH 

helice-al^a-helice basica (fator de transcrigao) 

CUP 

cancer de origem desconhecida (metastatico) 

BL 

linfoma de Burkitt 

CXCL 

ligante do receptor de quimocina 

BMI 

I'ndice de massa corporal 

CXCR 

receptor de quimocina 

BMP 

protema morfogenetica ossea 

Cyp 

enzima citocromo P-450; tambem CYP 

BMPRl 

receptor 1 de BMP 

d5’-mC 

deoxi-5 ’-metilcitosina 

BMSC 

celula-tronco de medula ossea 

D/D 

domi'nio de dimerizagao 

BMT 

transplante de medula ossea 

dA 

deoxiadenosina 

BP 

benzo(a)pireno 

DAG 

diacilglicerol 

bp 

par de base 

DAPI 

4 ',6 '-diamidino-2-fenilindol 

BPDE 

benzo(a)pirenodiolep6xido 

DC 

(1) celula dendn'tica; (2) disqueratose congenita 

BPV 

papilomavi'rus bovino 

DCIS 

carcinoma ductal in situ (da mama) 

BrdU 

bromodeoxiuridina 

DFS 

sobrevivencia livre de doen^a 

BTK 

TK de Bruton 

dG 

deoxiguanosina 

C 

(1) carboxi (terminal de protema); (2) regiao constante (de uma 

Diablo 

protei'na de baixo pi que liga lAP diretamente 


molecula de anticorpo); (3) citidina; (4) citosina 

DISC 

complexo de sinalizagao indutor de morte 

C’ 

C (carboxi) terminal; C-terminal (adj.) 

DLBCL 

grandes linfomas de celulas B difusos 

CA 

ativo constitutivamente 

DM 

cromossomo de minuto duplo 
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DMBA 

dimerilbenz(a)antraceno 

GDNF 

fator de crescimento neurotrofico derivado de cdula da glia 

DN 

dominante-negarivo (alelo) 

GDP 

difosfato de guanosina 

DP 

fator de transcrigao proteico relacionado a diferencia^ao 

GEF 

fator de troca do nucleotideo guanina 

DPC4 

delerado no cancer pancreatico-4 

GF 

fator de crescimento 

dR 

deoxirribose 

GFP 

proteina verde fluorescente 

ds 

dupla-fita (DNA on RNA) 

GGR 

reparo genomico global 

dTg 

deoxirimidina glicol 

GH 

hormonio de crescimento 

DUB 

enzima desubiquitinadora 

GIST 

tumor do estroma gastrintestinal 

dUTP 

trifosfato de deoxiuridina 

GM-CSF 

fator estimulador de colonias de granulocitos e macrofagos 

4E-BP 

protema ligadora a eIF4E 

gP 

glicoprotema 

E2F 

gene E2 de adenovirus ativado por fator de transcri^ao 

GPCR 

receptor acoplado a protema G 

EBV 

virus Epstein-Barr 

GRP 

peptfdeo liberador de gastrina 

EC 

carcinoma embrionario (cdula) 

GSK-3P 

glicogenio sintase cinase-3j3 

ECM 

matriz exrracelular 

GSTPl 

glutationa S-transferase TZ 

EFC-XV 

fragmento, semelhante a endostatina, do colageno tipo XV 

GTP 

trifosfato de guanosina 

EFS 

sobrevivencia livre de evento 

GTPase 

enzima que diva GTP, normalmente gerando GDP 

EGF 

fator de crescimento epidermal 

GvH 

enxerto contra hospedeiro (rea^ao imunologica) 

EGF-R 

receptor de EGF 

GvT 

enxerto contra tumor (rea^ao imunologica) 

elF 

fator de inicia^ao (tradugao) eucariotico 

Gy 

gray (unidade de dose de radia^ao) 

elF4E 

fator de inicia^ao 4E (tradu^ao) eucariotico 


tn'tio 

EM 

micrografia eletronica (ou microscopia eletronica) 

h 

prefixo que se refere a forma humana de um gene ou protema 

EMSA 

ensaio de mudanga de mobilidade eletroforetica 

H&E 

hematoxilina-eosina (corante de tecido) 

EMT 

transi^ao epitelial-mesenquimal 

HAMA 

anticorpo humano anticamundongo 

ENU 

A^-etilnitrosoureia 

HB-EGF 

EGF que se liga a heparina 

env 

glicoprotema de envelope de retrovirus 

HBV 

virus da hepatite B 

EPC 

celula precursora endotelial; celula progenitora endotelial 

HCA 

amina heterociclica 

EpCAM 

molecula de adesao da cdula epitelial 

HCC 

carcinoma hepatocelular 

EPO 

eritropoietina 

kCG 

gonadotrofina corionica humana 

ER 

receptor de estrogenio 

HCL 

leucemia das celulas pilosas 

ERK 

cinase extracelular regulada por sinal 

HCMV 

citomegalovirus humano 

ERV 

retrovirus endogeno 

HCV 

virus da hepatite C 

ES 

celulas-tronco embrionarias 

HDAC 

histona deacetilase 

ESA 

anngeno de superficie do epitdio 

HDM2 

homologo humano de MDM2 

ET-1 

endotelina 1 

HDR 

reparo direcionado pela homologia 

FA 

anemia de Fanconi (sindrome) 

HEK 

rim embrionario humano (cdulas) 

FACS 

separador celular ativado por fluorescencia (citometro de fluxo) 

HERV 

retrovirus endogeno humano 

FADD 

dominio de morte associado a Fas (proteina) 

HGF 

fator de crescimento de hepatocito; tambem chamado de fator de 

FAR 

cinase de adesao focal 


motilidade (SF) 

FAP 

(1) polipose adenomatosa familial; (2) proteina ativadora de 

HGPRT 

hipoxantina guanina fosforribosiltransferase 


fibroblasto 

Hh 

Hedgehog 

FasL 

ligante do receptor de morte Fas 

HHV-8 

herpesvirus humano tipo 8; tambem chamado de herpesvirus do 

Fc 

regiao constante de uma molecula de anticorpo IgG 


sarcoma de Kaposi (KSHV) 

FDA 

U.S. Food and Drug Administration 

HIF 

fator induzido por hipoxia (transcrigao) 

FDG 

2-fluoro-2-deoxi-D-glicose 

HIPI 

proteina 1 que interage com huntingtin 

FGF 

fator de crescimento de fibroblasto 

HIV 

virus da imunodeficiencia humana 

FISH 

liibridiza(;ao in situ por fluorescencia 

HLA 

antigeno do leucocito humano [equivalente a MHC) 

FITC 

isotiocianato de fluorescema (corante) 

HMEC 

cdula epitelial mamaria humana 

FKBP12 

protema de 12 kD ligadora a FK506 

HNPCC 

cancer hereditario de colon sem polipose 

FL 

(1) linfoma folicular (celula B); ligante do receptor Flt-3 

hnRNA 

RNA nuclear heterogeneo 

FLICE 

enzima, semelhante a FADD, convertora de interleucina-l(3 

HNSCC 

carcinoma de celula escamosa de cabega e pescogo 

FLIP 

protema inibidora de FLICE 

HPE 

epitdio de prostata humano (cdula) 

Fit 

tirosina cinase semelhante a Fms 

HPRT 

hipoxantina fosforribosiltransferase 

FLV 

virus da leucemia murina de Friend 

HPV 

papilomavirus humano 

FPT 

proteina farnesil transferase 

HSA 

albumina serica humana 

FRB 

ligante de FKBP12 + rapamicina (dominio de mTOR) 

HSC 

celula-tronco hematopoietica 

Frz 

Frizzled 

HSIL 

lesao intra-epitelial escamosa de alto grau 

FSH 

hormonio foliculo-estimulante 

HSR 

regiao homogeneamente corada 

FTI 

inibidor de farnesiltransferase 

HSV-1 

virus herpes simplex tipo 1 

5-FU 

5-fluorouracil 

HTLV-I 

virus linfotropico da celula T humano tipo I (ou virus da leucemia 

G 

(1) guanina; (2) nucleotideo guanina; (3) guanosina 


humana de celulas T) 

Gt 

fase de intervalo 1 (do ingles gap) (do ciclo celular) 

HTS 

triagem em larga escala 

G 2 

fase de intervalo 2 (do ingles gap) (do ciclo celular) 

HU 

hidroxiureia 

G6PD 

glicose-6-fosfato desidrogenase 

lAP 

inibidor de apoptose 

GAG 

glicosaminoglicano 

IG50 

concentra^ao necessaria para obter 50% de inibi^ao 

gag 

antfgeno especffico de grupo (proteina do capsfdeo de retrovirus) 

ICAD 

inibidor de DNase ativada por caspase 

GAK 

cinase associada a ciclina G 

lEG 

gene imediato 

GAP 

protema ativadora de GTPase 

lEL 

linfocito intra-epitelial 

GAPDH 

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 

IFN 

interferon 

GBM 

glioblastoma multiforme 

IFN-R 

receptor de interferon 

GCB 

linfoma de cdula B do centro germinativo 

IGF-1 

fator 1 de crescimento semelhante a insulina 
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IGF-IR 

IGFBP 

IkB 

IKK 

IL 

ILK 

IP3 

IR 

IRK 

Jak 

JCV 

JM 

kb 

kbp 

kD 

KGF 

KIR 

KO 

KSHV 

LAK 

LCM 

LDL 

LEF 

LH 

LIF 

LLC 

LOH 

LRC 

LT 

LTR 

M 

m 

M-CSF 

MAC 

MALT 

MAPK 

MAPKK 

MAPKKK 

3-MC 

MCP-1 

mCRP 

MDCK 

MDM2 

MDR 

MDS 

MEG 

MEF 

MelQx 

MEK 

MEN 

MET 

MGMT 

MHC 

MIN 

MKP 

MLV 

mM 

MM 

MMP 

MMR 

mms 

MMTV 

MNNG 

MNU 

MoAb 

moca 

MPNST 

MRI 

mRNA 

MSP 


receptor de IGF-1 

protema que se liga ao fator 1 de crescimento semelhante a insulina 
inibidor de NF-kB 
IkB cinase 
interleucina 

cinase ligada a integrina 
trifosfato de inositol (1,4,5) 
receptor de insulina 
receptor de insulina cinase 
Janus cinase 

virus JC, um parente proximo do SV40 

justamembrana 

quilobase 

par de quilobase 

quilodalton 

fator de crescimento de queratinocito 
receptor inibidor de killer (matadora) 
nocaute; (gene) nocauteado 
ver HHV -8 

(cdula) killer ativada por linfocina 
microdisseca^ao por captura a laser 
lipoprotefna de baixa densidade 
fator ativador de linfoide 
hormonio luteinizante 
fator inibidor de leucemia 
carcinoma de pulmao de Lewis 
perda de heterozigosidade 
celula retentora de marcagao 

anngeno large T grande (de SV40 ou poliomavirus) 
repeti^ao terminal longa (de um pro-virus) 
mitose 

prefixo referente a forma murina de um gene ou protema 
fator estimulante de colonia de macrofago 
complexo de ataque de membrana 
tecido linfoide associado a mucosa 

proteina cinase ativada por mitogeno; tambem MAP-cinase 
cinase que fosforila a MAPK 
cinase que fosforila a MAPKK 
3-metilcolantreno 

proteina 1 quimiotatica de monocito 

proteina reguladora de complemento ligada a membrana 

(celulas) rim canino Maden-Darby 

cromossomo 2 de duplo minuto de camundongo 

(fenotipo) resistente a multiplas drogas 

sindrome mielodisplastica 

celula epitelial mamaria 

fibroblasto embrionario de camundongo 

2-amino-3,8-dimetilimidazol[4,5-f]-quinoxalina 

MAP/Erk cinase 

neoplasia endocrina multipla 

transi^ao epitelial-mesenquimal 

O'^-metilguanina DNA metiltransferase 

complexo maior de histocompatibilidade {ver tambem HLA) 

instabilidade de microssatelite 

MAP cinase fosfatase 

virus da leucemia murina 

milimolar ( 10 '^ molar) 

mieloma miiltiplo 

metaloproteinase de matriz 

reparo de pareamento incorreto 

metilmetano sulfonato 

virus de tumor mamario de camundongo 

A^-metil-A^-nitro-A^-nitrosoguanidina 

N-metilnitrosoureia 

anticorpo monoclonal 

4,4’-metilenobis(2-cloroanilina) 

tumor maligno da bainha do nervo periferico 

imagem de ressonancia magnetica 

RNA mensageiro 

rea^ao em cadeia da polimerase especifica para metilagao 


MT 

mt 

MTl-MMP 

MTD 

MTHl 

mTOR 

^lM 

MUP 

N’ 

NAT 

NBCCS 

NBS 

NER 

NES 

Nf/NF 

NF-kB 

NGF 

NHEJ 

NHL 

NHPF 

NK 

NKT 

NLS 

nM 

NMR 

NOD 

NOD/SCID 

NotchL 

NRG 

NSAID 

NSCLC 

NTD 

OD 

OHT 

OPG 

OPN 

OSE 

8 -oxo-dG 

P 

PAH 

PAI-1 

PanIN 

PARP 

PBS 

PCNA 

PGR 

PD 

PDGF 

PDGF-R 

PDKl 

PEG 

PET 

PFS 

PGE2 

PH 

PhIP 

PhK 

PI 

PI(3,4,5)P3 

PI3K 

PIN 

PINCH 

PIP 2 

PIP 3 

PK 

PKA 

PKB 

PKC 

PLC 


antigeno “midlle T” medio de poliomavirus 

tipo mutante 

MMP de membrana 

dose tolerada maxima 

homologo 1 de mutT 

alvo mamifero de rapamicina 

micromolar ( 10 '^ molar) 

proteina urinaria maior 

N (amino) terminal 

A^-acetiltransferase 

sindrome do carcinoma da cdula basal nervoide 

sindrome da quebra de Nijmegen 

reparo de DNA por excisao de nucleotideo 

sinal de exporta^ao nuclear 

neurofibromastose 

fator nuclear kB 

fator de crescimento de nervo 

jun^ao final nao-homologa 

linfoma do tipo nao-Hodgkin 

fibroblasto prostatico humano normal 

matador natural (linfocito) 

matador natural que expressa receptor de celula T 

seqiiencia de localizagao nuclear 

nanomolar ( 10 '^ molar) 

ressonancia magnetica nuclear 

diabetico nao-obeso 

diabetico nao-obeso/imunodeficiencia combinada severa 

ligante Notch 

neurogulina 

droga antiinflamatoria nao-esteroidal 

carcinoma pulmonar de cdula nao-pequena 

dominio N-terminal 

densidade optica 

4-hidroxi tamoxifeno 

ligante osteoprotegerino 

osteopontina 

epitdio de superficie ovariana 
8 -oxo-deoxiguanosina 

( 1 ) brago curto de um cromossomo; ( 2 ) probabilidade de um evento 

hidrocarboneto aromatico policiclico 

inibidor 1 do ativador de plasminogenio 

neoplasia intra-epitelial pancreatica 

Poli (ADP ribose) polimerase 

salina tamponada por fosfato 

antigeno nuclear de cdula proliferativa 

reagao em cadeia da polimerase 

( 1 ) farmacodinamica; ( 2 ) dobragem de popula^ao 

fator de crescimento derivado de plaqueta 

receptor de PDGF 

cinase 1 dependente de fosfoinositideo 
polietileno glicol 

tomografia por emissao de positron 
sobrevivencia livre de progressao 
protaglandina E 2 

homologia a plecstrina (liga^ao de PIP 3 ) (dominio) 

2 -amino-l-metil- 6 -fenilimidazo[4,5-b] piridina 
fosforilase cinase 

( 1 ) fosfatidilinositol; ( 2 ) iodeto de propideo 
equivalente a PIP 3 
fosfatidilinositol 3 cinase 
neoplasia intra-epitelial prostatica 

nova proteina rica em histidina e cisteina particularmente interes- 
sante 

fosfatidilinositiol (4,5) difosfato 

fosfatidilinositiol (3,4,5) trifosfato 

famacocinetica 

proteina cinase A 

proteina cinase B 

proteina cinase C 

fosfolipase C 
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PLD 

fosfolipase D 

Sos 

son of sevenless 

PMA 

forbol-12-meristato-13-acetato (=TPA) 

Srf 

fator de resposta serica 

PMBL 

linfoma primario de celula B mediastinal 

ss 

(DNA ou RNA) fita simples 

PML 

(1) leucemia promielocirica; (2) leucoencefalopatia multifocal progressiva 

STAT 

transdutor de sinal e ativador de transcrig;ao 

PMN 

leucocitos/neutrofilos polimorfonucleares 

Str-1 

estromelisina-1 

PND 

degenera^ao neurologica paraneoplasica 

STS 

estaurosporina 

pol 

(1) polimerase; (2) transcriptase reversa de retrovirus 

SUMO 

modificador pequeno semelhante a ubiquitina 

pol II 

RNA polimerase II 

SV 

virus simiano 

6-4 PP 

fotoproduto pirimidina (6,4) pirimidinona 

T 

(1) timina; (2) timidina 

PPl 

protei'na fosfatase 1 

t 

referente a uma transloca^ao cromossomal 

PP2A 

protei'na fosfatase 2- 

"^1/2 

meia-vida 

PR 

resposta parcial 

Tc 

celula T citotoxica 

pRb 

proteina de retinoblastoma 

T„ 

celula T auxiliar 

PRL 

prolactina 

T 

m 

temperatura de fusao 

Pro-B ALL 

leucemia linfocitica aguda de pro-cdula B 

T 

celula T regulatoria 

PS 

fosfatidilserina 

TAA 

anti'geno associado a tumor 

PSA 

antigeno especi'fico de prostata 

T-ALL 

leucemia linfocitica aguda de celula T 

PTB 

(dommio) liga^ao a fosfotirosina 

TAM 

macrofago associado a tumor 

PTC 

(1) carcinoma de tireoide papilar; (2) Patched 

TAPl/2 

transportador associado a processamento de anti'geno 

PTEN 

homologo a fosfatase e tensina deletado no cromossomo 10 

TATA 

anti'geno de transplante associado a tumor 

PTH 

hormonio paratieoidal 

TCF 

fator de celula T 

PTHrP 

peptideo relacionado ao hormonio paratieoidal 

TCR 

(1) receptor de celula T; (2) reparo de DNA acoplado a transcrigao 

PTP 

fosfotirosina fosfatase 

TdT 

desoxinucleotidil terminal transferase 

PyMT 

protei'na midde T media de poliomavirus 

TEL/AMLl 

transloca^ao cromossomica 

q 

bra^o curto de um cromossomo 

TEM 

microscopia eletronica de transmissao 

qPCR 

reagao quantitativa em cadeia da polimerase 

TERT 

telomerase transcriptase reversa 

R 

ponto de restrigao 

TF 

fator de transcri^ao 

RA 

acido retinoico 

TGF 

fator de crescimento transformante 

RAG 

gene ativador de recombina^ao 

TGF-a 

fator de crescimento transformante cc 

RANK 

ativador do receptor de NF-kB 

TGF-P 

fator de crescimento transformante p 

RANKL 

(receptor) ligante de RANK 

TGF-PR 

receptor de TGF-p 

RAR 

receptor de acido retinoico 

Thr 

treonina 

Rb 

protei'na de retinoblastoma 

TIAM-I 

gene 1 de metastase e invasao de linfoma de celula T 

REF 

fibroblasto de embriao de rato 

TIL 

linfocito infiltrador de tumor 

RFLP 

polimorfismo de tamanho de fragmento de restrigao 

TIMP 

inibidor de tecido de metaloproteinase 

Rbeb 

homologo a Ras enriquecido no cerebro 

TK 

tirosina cinase 

ROS 

especie reativa de oxigenio 

TM 

(dommio de uma protei'na) transmembrana 

RPA 

protei'na A de replica^ao 

TNF 

fator de necrose de tumor 

RR 

risco relativo 

TOR 

alvo de ripamicina 

RSV 

virus do sarcoma de Rous 

TPA 

12-0-tetradecanoiIforbol-l 3-acetato (= PMA) 

RT 

trascriptase reversa 

TPO 

trombopoietina 

RTK 

receptor de tirosina cinase 

TRAIL 

ligante indutor de apoptose relacionado a TNF 

S 

(1) fase de si'ntese de DNA (do ciclo celular); (2) svedberg (unida- 
de de sedimenta^ao em centrifugagao) 

TRAP 

TRF 

protocolo de amplificagao de repeti^ao telomerica 
fragmento de restri^ao telomerica 

SIP 

esfingosino-1 -fosfato 

tRNA 

RNA transportador 

S6 

protei'na 6 da subunidade ribossomal menor 

TrpRS 

triptofanil-tRNA sintetase 

S6K1 

p70 S6 cinase 1 

ts 

sensitivo a temperatura 

SA-p-gal 

p-galactosidose associada a senescencia 

TSA 

(1) tricostatina A; (2) anti'geno especifico de tumor 

SAHF 

focos heterocromaticos associados a senescencia 

TSC 

esclerose tuberosa 

SCE 

troca de cromatide irma 

TSG 

gene supressor de tumor 

SCF 

fator de cdula-tronco 

TSHR 

receptor de hormonio estimulador de tireoide 

SCID 

(si'ndrome) imunodeficiencia combinada severa 

Tsp-1 

trombospondina-1 

SCLC 

carcinoma pulmonar de celula pequena 

TSTA 

anti'geno de transplante especifico de tumor 

SDF-I 

fator 1 derivado de estroma 

TUNEL 

marcagao da extremidade de quebra de dUTP mediada por TdT 

SEM 

micrdgrafo/microscopio/microscopia eletronica de varredura 

U 

(1) uracil; (2) uridina 

Ser 

serina 

UC 

colite ulcerativa 

SF 

fator de espalhamento; ver HGF 

uPA 

ativador de plasminogenio tipo urocinase 

SHI 

dommio de homologia 1 a Src (tirosina cinase) 

uPAR 

receptor de uPA 

SH2 

dommio de homologia 2 a Src (ligag;ao de fosfotirosina) 

UV 

ultravioleta 

SH3 

dommio de homologia 3 a Src (liga^ao da por^ao rica em prolina) 

UV-B 

radia^ao ultravioleta B 

SHP 

fosfatase contendo SFi2 

V 

regiao variavel (de uma molecula de anticorpo) 

SIPI 

protei'na 1 de interagao com Smad 

VEGF 

fator de crescimento de endotdio vascular (= VPF) 

SKY 

cariotipagem espectral multicolor 

VHL 

von Fiippel-Lindau 

Skyl 

cinase especi'fica de protei'na SR de levedura em brotamento 

VPF 

fator de permeabilidade vascular (= VEGF) 

SLE 

lupus eritematoso sistemico 

VSMC 

cdula muscular lisa vascular 

SMA 

actina de musculo liso 

WM 

macroglobulinemia de Waldenstrom 

Smac 

segundo ativador de caspase derivado de mitocondria 

wt 

tipo selvagem 

Smo 

Smoothened 

XAFl 

fator 1 associado a XIAP 

SNP 

polimorfismo de nucleotideo linico 

XIAP 

inibidor de apoptose ligado ao cromossomo X 

SOD 

superdxido desmutase 

XP 

xeroderma pigmentoso 



Glossario 


abasico — Refere-se a um nucleotideo que renha per- 
dido sua base purmica ou pirimidinica. Ver tarn- 
hem apurmico; apirimidmico. 

abla^ao — Elimina^ao. 

abcissa — Eixo horizontal ou X de um grafico carte- 
siano. 

abluminal — Localizado fora do lumen de um ducto 
ou outras estruturas ocas. 

abscisao — Etapa final da citocinese, quando as liga- 
^oes que faltam, incluindo aquelas criadas por mi- 
crotubulos, sao separadas, permitindo a comple- 
ta separa^ao de duas celulas-filhas. 

acelular - Desprovido de celulas. 

acetila^ao - Liga^ao covalente de um grupo acerila a 
uma segunda molecula, como, por exemplo, uma 
proteina. 

acentuador — Uma seqiiencia relativamente pequena 
de nucleondeos proximos ou dentro de um gene 
na qual um fator de transcri^ao pode se ligar, e 
assim, influenciar a transcri^ao desse gene. 

acromegalia — Condigao patologica de crescimento 
excessivo de alguns tecidos, geralmente causada 
pela elabora^ao excessiva de hormonio de cresci¬ 
mento por um tumor na pituitaria. 

adenocarcinoma — Tumor derivado de celulas epite- 
liais secretoras. 

adenoma (adj., = adenomatoso) - Qualquer de uma 
serie de crescimentos pre-malignos e nao-invasi- 
vos em varios tecidos epiteliais, muitos dos quais 
tern potencial para progredir ate carcinoma. Yer 
tambem polipo. 

adipocitos - Cdulas especializadas de linhagem me- 
senquimal, proximamente relacionadas a fibro- 
blastos, que criam gordura e a armazenam em 
grandes globulos no citoplasma; e o tipo celular 
dominante em tecido de gordura. 

adipogenico - Causa diferencia^ao de adipocitos. 

adjuntar — Colocar diretamente proximo de alguma 
coisa. 

adjuvante — (1) Uma substancia que e um estimulan- 
te poderoso da resposta imune enquanto nao es- 
tiver sendo antigenica para si mesma. (2) Uma 
substancia que e usada em conjunto com uma 
terapia a fim de aumentar a eficacia desta ultima. 

adrenal - Refere-se as glandulas secretoras situadas 
acima dos rins. 

aducto - Estrutura molecular enovelada que aparece 
apos liga^ao covalente de um mutagenico com 
uma ou outra porgao da molecula de DNA. 

aferente — Referindo-se aos sinais em surgimento. 

agonista — Agente ativador; oposto a antagonista. 

alelo — Uma alternativa entre diferentes versoes de um 
gene que pode ser definido pelo fenotipo que e 
criado, pela protema para qual codifica ou por 
sua seqiiencia de nucleotideos. 

alelo nulo — Alelo de um gene que elimina todas as 
fungoes normals desse gene. 

alogenico — (1) Refere-se a dois membros genetica- 
mente distintos da mesma especie. (2) Descreve 
a rela^ao entre dois grupos de celulas ou tecidos 
derivados de antecedente genetico distinto. 


alografico — Implanta^ao de cdulas de um animal de 
um antecedente genetico em um animal hospe- 
deiro de outro antecedente genetico, mas de mes¬ 
ma especie. 

alquilante — Capaz de ligar um grupo alquila ou gru¬ 
po qui'mico de estrutura similar a um substrato, 
como uma base do DNA. 

alveolo (pi. = alveolos) — Uma pequena cavidade en¬ 
tre um tecido que e conectado a um ducto, assim 
como a cavidade vista nos pulmoes e em glandu¬ 
las mamarias durante a gravidez. 

amplicon — Um trecho definido de DNA cromosso- 
mal que e submetido a amplifica^ao. 

amplifica^ao — Mecanismo genetico com o qual o 
mimero de copias de um gene e aumentado aci¬ 
ma do mVel normal em genomas diploides. 

amplifica^ao do gene — Aumento do mimero de co¬ 
pias de um gene normalmente presente em geno- 
ma diploide. 

anfipatico - Descreve uma molecula contendo domi- 
nios hidrofobicos e hidrofilicos distintos. 

anafase — Terceira subfase da mitose, na qual as cro- 
matides pareadas sao segregadas para os dois la- 
dos opostos da cdula. 

anaplasico — Refere-se a tumor contendo um tecido e 
arquitetura celular com caracterfsticas diferencia- 
das do tecido de origem. 

anastomose — Conexao formada entre o final de duas 
estruturas de um ducto, assim como a conexao 
formada diretamente entre uma arteria e uma 
veia. 

aneuploide - (1) Descreve um cariotipo que se dife- 
rencia de diploides devido ao aumento ou decres- 
cimo no mimero de certos cromossomos. (2) Me- 
nos freqiiente, descreve um cariotipo que carrega 
cromossomos estruturalmente anormais. 

angiogenese - Processo no qual novos vasos sangiif- 
neos sao formados. Tambem chamado neoangio- 
genese em algumas circunstancias. 

angiossarcoma — Tumor das cdulas precursoras das 
celulas endoteliais. 

anoikis - Forma de apoptose que e despertada pela 
falencia de uma celula em estabelecer ancoragem 
a um substrato solido, como a matriz extracelu- 
lar, ou por perda dessa ancoragem. 

anoxia — Estado ou ambiente no qual o oxigenio e 
essencialmente ausente. 

anticorpo — Uma proteina soliivel produzida por ce¬ 
lulas do plasma do sistema imune que e capaz de 
reconhecer e ligar antigenos particulares com alta 
afinidade. Veja tambem imunoglobulina. 

anticorpo humanizado — Uma molecula de anticor¬ 
po de uma especie na qual uma regiao constante 
(C) e uma regiao variavel (V) de seqiiencia de 
aminoacidos fora do sitio de combinagao do an- 
tigeno foram substituidas pela seqiiencia homo- 
loga de origem humana, deixando apenas a se- 
qiiencia da combinagao do antigeno nao-modifi- 
cada. 

anticorpo monoclonal — Anticorpo formado por uma 
populagao celular produzida por meio da imor- 
taliza^ao de um linico linfocito B produtor de 
anticorpos, para que todas as moleculas de anti- 


corpos em uma prepara^ao sejam identicas umas 
as outras e mostrem especificidade identica a an¬ 
tigenos. 

antigeno — Uma molecula ou porgao de uma molecu¬ 
la, freqiientemente um oligopeptideo, que pode 
ser especificamente reconhecida e ligada por um 
anticorpo ou um receptor de celula T ou, ainda, 
provocar a produ^ao de um anticorpo. 

antigeno de bistocompatibilidade — Proteina de su- 
perficie celular que determina se uma cdula ou 
tecido enxertado sera ou nao tolerado pelo siste¬ 
ma imune de um organismo hospedeiro. Veja tam¬ 
bem antigeno de bistocompatibilidade maior. 

antigeno de bistocompatibilidade maior — Um gru¬ 
po de proteinas da superficie celular que e res- 
ponsavel pela apresenta^ao de antigenos de oli- 
gopeptideos que respondem a cdulas do sistema 
imune. Veja tambem antigeno de bistocompati¬ 
bilidade. 

anti-soro — Soro que e produzido por um animal ex- 
posto a um antigeno especifico e e capaz de reco¬ 
nhecer e ligar aquele antigeno. 

alto grau - Refere-se a um tumor que progrediu atra- 
ves de muitas etapas da tumorogenese de multi- 
plas etapas e se tornou altamente maligno. 

apatita — Componente mineral dos ossos composto 
de cristais de fosfato de calcio. 

apirimidinico - Refere-se ao produto de depirimidi- 
nizagao, no qual a liga^ao gicosidica que une uma 
desoxirribose ou ribose a uma base pirimidica e 
quebrada, deixando apenas a desoxirribose ou ri¬ 
bose no DNA ou RNA, respectivamente. 

apoptose — Programa complexo de autodestrui^ao 
celular, ativado por uma variedade de estimulos e 
envolvendo a ativa^ao de enzimas caspases, que 
resultam na rapida fragmenta(;ao e fagocitose de 
uma celula. 

apoptossomo — Complexo multiproteico que consis- 
te em moleculas do citocromo c e Apaf-1 e ajuda 
a iniciar a apoptose pela ativagao da procaspase 9 
em caspase 9. 

apurinico - Refere-se ao produto de depurinagao, no 
qual a ligagao glicosidica que une uma desoxirri¬ 
bose ou ribose a uma base purinica e quebrada, 
deixando apenas a desoxirribose ou ribose no 
DNA ou RNA, respectivamente. 

aromatico — Refere-se a uma molecula organica que 
contem um ou mais aneis benzenicos. 

arteriola - Uma pequena arteria que evacua nos capi- 
lares. 

ascitos - O fluido que se acumula na cavidade perito¬ 
neal em alguns pacientes com cancer, freqiiente- 
mente contendo celulas malignas. 

assinatura de expressao — Uma constelagao de genes 
ativados e reprimidos que podem estar correla- 
cionados com um fenotipo bioldgico definido. 

assincrono — Refere-se a uma populagao de celulas 
que sao dispersas atraves do ciclo celular durante 
algum periodo e entao nao executam etapas es- 
pecificas do ciclo celular de maneira sincroniza- 
da e coordenada. 

astrocitoma — Um tumor dos astrocitos, um tipo de 
celulas nao-neuronais de suporte no cerebro. 
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ataxia - Perda de coordena^ao muscular, freqiiente- 
mente causada pela disfun^ao cerebelar. 

atenuado — (De um agente infeccioso, como um vi¬ 
rus) criando dano minimo em uma celula hospe- 
deira ou organismo. Veja tambem virulento. 
atrofia - Redu^ao de um tecido, frequentemente cau¬ 
sada pela perda da viabilidade dos seus compo- 
nentes celulares ou devido a diminui^ao do mi- 
mero de cdulas normals. 

autocrina — Refere-se a rota de sinaliza^ao de um hor- 
monio ou fator que e liberado por uma cdula e 
prossegue para agir sobre a mesma cdula (ou 
mesmo tipo celular) que o liberou. 
autocruzamento — Cruzamento de uma linhagem de 
organismos tal como uma linhagem de camundon- 
gos ou ratos entre si, para atingir identidade geneti- 
ca entre todos os individuos da linhagem (com ex- 
ce^ao das diferen^as geneticas entre macho e femea). 
auto-imune - Refere-se a um processo ou doen^a no 
qual o sistema imune ataca celulas e tecidos do 
proprio organismo. 

autoctone — (1) De origem nativa. (2) Refere-se a um 
tumor que emerge em um organismo (particular- 
mente de cdulas implantadas ou de fragmentos 
de tumor). 

autofagia — Programa de resposta celular a falta de 
nutrientes envolvendo a digestao de organelas das 
cdulas dentro de seus proprios lisossomos. 
autofosforila^ao — Fosforila^ao de uma molecula de pro- 
tema por sua propria atividade cinase associada. 

autologo — Refere-se a material biologico, geralmente 
celulas ou tecidos, que se originou no corpo do 
proprio paciente (e podem ser reintroduzido no 
paciente por meio de manipulagao ex vivo). 
auto-radiografia - Procedimento de detec^ao de mo- 
leculas radiolabeis colocando-as (ou as amostras 
que as carregam) adjacentes a emulsao radiogra- 
fica, a qual responde ao decaimento radiativo pela 
produ^ao de granulos de prata. 
auto-reativo — Referindo-se a habilidade de certos 
componentes do sistema imune de um organis¬ 
mo de reconhecer e reagir com o tecido normal e 
anngenos celulares normals daquele organismo. 

autossomo — Um cromossomo que nao e um cromos- 
somo sexual, isto e, nem cromossomo X, nem Y. 

axilar — Refere-se a axila. 

bagagem genetica — Ordem inteira de alelos carrega- 
dos em um genoma, com a exce^ao de um pe- 
queno numero de genes, que sao o objetivo do 
estudo. 

baixo grau — Referindo-se a um tumor que progrediu 
minimamente e continua relativamente benigno. 

basal — (1) Refere-se a uma localizagao fisica mais bai- 
xa. (2) Refere-se a uma (baixa) taxa de atividade 
ou fun^ao observada na ausencia de qualquer es- 
timulo de ativa^ao. 

benigno - (1) Descreve um tumor que e confinado a 
um sitio especifico em um tecido e nao ha evi- 
dencias de invasao a tecidos adjacentes. (2) Refe- 
re-se a um tumor de epitdio que nao penetrou 
atraves da membrana basal. 

biblioteca — (1) Referindo-se a cole^ao de clones de 
genes derivados do genoma de um organismo, 
no qual cada componente do clone realmente de- 
riva de um elemento distinto nesse genoma. (2) 
Referindo-se a outras cole^oes de clone de DNA, 
especialmente clones de cDNA, cada qual produ- 
zido a partir da transcri^o reversa de um mRNA 
distinto expresso por um certo tipo celular. 

biespecifico — Capaz de reconhecer especificamente 
dois objetos simultaneamente. 


bioinformatica — A ciencia que utiliza metodos com- 
putacionais para analisar informa^oes biologicas, 
especialmente conjuntos de dados biologicos 
complexos. 

bisfosfonatos — Uma classe de drogas, caracterizada 
por uma “espinha dorsal” cuja estrutura e P-C-P, 
que e incorporada dentro da apatita do osso e 
subseqiientemente se torna disponivel para “en- 
venenar” osteoclastos que poderiam futuramente 
dissolver os ossos. 

BLAST — Termo frequentemente usado como prefi- 
xo ou sufixo, indicando uma relativa nao-dife- 
rencia^ao ou celula precursora de embriogenese. 

blastocele — Cavidade interna de um blastocisto. 

blastocisto — Estagio mais recente da embriogenese 
de vertebrados, no qual o embriao consiste em 
uma camada mais externa de celulas cercando 
uma cavidade interna. 

vesicula — Uma pequena hernia^ao semelhante a uma 
bolha em uma membrana, como, por exemplo, a 
membrana plasmatica. 

bronquial — Refere-se a principal via aerea dos pul- 
moes. 

bucal - Refere-se aos tecidos da cavidade oral, especi¬ 
ficamente o revestimento epitelial da bochecha. 

canceriza^ao de campo — Processo no qual uma re- 
giao de um orgao produz, ostensiva e indepen- 
dentemente, multiplos crescimentos ou neoplas¬ 
mas pre-malignos. 

capsideo - Recobrimento de proteina de uma parti- 
cula viral que forma envelope e protege o geno¬ 
ma viral. 

caquexia — Estado fisiologico, com freqiiencia visto 
tardiamente no desenvolvimento do cancer, no 
qual o paciente perde apetite e sofre perda de te¬ 
cido ao redor do corpo. 

carcinogeno — Um agente que contribui para a for- 
ma^ao de um tumor. 

carcinogeno final — Composto quimico que e capaz 
de contribuir diretamente para indu^ao do can¬ 
cer sem modifica^ao quimica previa ou posterior, 
normalmente por interagao quimica direta com 
o DNA, alterando assim a estrutura final. 

carcinogeno complete — Um agente que pode atuar 
como iniciador e promotor da progressao tumo¬ 
ral. 

carcinogenico - Capaz de causar ou contribuir para a 
causa do cancer. 

carcinoma (adj., = carcinomatoso) — Um cancer que 
emerge de cdulas epiteliais. 

carcinoma de pulmao de celulas nao-pequenas — Al- 
guns dos inumeros tipos de cancer de pulmao, 
com a excegao de carcinoma de pulmao de cclu- 
las pequenas. 

carcinoma hepatocelular — Ver hepatoma. 

carcinoma pulmonar de celula pequena — Cancer de 
pulmao de celulas especializadas que possuem 
propriedade neurossecretora. 

caretaker — Um gene que codifica uma proteina respon- 
savel por manter a integridade do genoma e entao 
prevenir o aparecimento de celulas neoplasicas. 

cariotipo - Arranjo de cromossomos carregados por 
uma celula, como determinado por analise deta- 
Ihada desses cromossomos, frequentemente rea- 
lizada com cromossomos condensados durante a 
metafase. (2) Imagem dos cromossomos na me- 
tafase de uma cdula sistematicamente arranjados 
por pares homologos a partir do maior par ou 
menor par. 

caspase - Uma protease cistema-aspartila especiTica. 


CD4 — Uma proteina celular de superficie mostrada por 
celulas T auxiliares que permite o reconhecimento 
de protemas MHC de classe II na superficie de ce¬ 
lulas apresentadoras de antigenos profissionais. 

CDS — Uma proteina celular de superficie mostrada 
por cdulas T citotoxicas que permite o reconhe¬ 
cimento de proteinas MHC de classe I na super¬ 
ficie de celulas que elas almejam para destruigao. 
CD20 — Um antfgeno que e mostrado na superficie 
de muitos tipos celulares da linhagem celular B. 
celulas apresentadoras de andgeno — Uma classe de 
cdulas — frequentemente chamada de celulas apre¬ 
sentadoras de antigenos profissionais, incluindo 
celulas dendrfticas, macrofagos, e celulas B - que 
apresenta antigenos de oligopepti'deos via mole- 
culas de MHC de classe II para outros imunoci- 
tos, notavelmente cdulas T auxiliares e cdulas T 
citotoxicas. 

celula autonoma — Refere-se a um fenotipo ou corn- 
portamento de uma cdula que e governado por 
seu proprio genoma e fisiologia interna e nao por 
suas intera^oes com outras cdulas. 
cdula amplificadora transitoria — Cdulas relativamen¬ 
te nao-diferenciadas que sao inicialmente gera- 
das pela divisao de uma celula-tronco e sao capa- 
zes de proliferar exponencialmente por um nii- 
mero limitado de geragoes celulares antes de es- 
palhar uma progenie muito diferenciada, que em 
muitos tecidos sao pos-mitoticas. 
celula plasmatica — Celulas da linhagem de celulas B 
que secretam anticorpos no plasma sanguineo. 
celula dendrftica — Uma celula imune que fagocita 
fragmentos da celula ou agentes infecciosos e apos 
apresenta oligopepti'deos derivados dessas partf- 
culas fagocitadas para varios tipos de cdulas T 
auxiliares nos nodulos linfaticos. 
celulas endoteliais — (1) Celulas mesenquimais que 
formam a parede dos capilares ou ductos linfati¬ 
cos assumindo um formato de tubo. ( 2 ) Cdulas 
mesenquimais revestindo internamente paredes 
do liimen de grandes vasos sangiimeos ou ductos 
linfaticos. 

celulas primarias — (1) Literalmente celulas que fo- 
ram recentemente retiradas de tecido vivo para 
placas de cultura e que nao se propagaram na 
cultura. (2) Mais comumente, cdulas que foram 
exportadas de tecido vivo para placas de cultura 
e, logo apos, foram submetidas a somente um pe- 
queno numero de sucessivas passagens in vitro. 
celula apresentadora de antfgeno profissional — Ver 
celulas apresentadoras de antfgeno. 
celula progenitora — Ver celula amplificadora transi¬ 
toria. 

celula-tronco - Tipo celular de um tecido capaz de se 
renovar e tambem capaz de gerar celulas-filhas 
que desenvolvem novos fenotipos, incluindo 
aqueles mais diferenciados do que o fenotipo da 
celula-tronco. 

cep — Plano de aprimoramento de zona, esquema nu- 
merico determinado pelo servi^o postal dos Es- 
tados Unidos que designa cada area de entrega 
com seu proprio numero de 5 dfgitos; por analo- 
gia, o endere^o residencial hipotetico em que as 
celulas cancerosas que estao sendo disseminadas 
buscam superficie luminosa de capilares em teci¬ 
dos especfficos. 

centrfolo — Componente do centrossomo do qual o 
feixe de fibras irradia durante a mitose e a meiose. 

centromere - Regiao de um cromossomo que segura as 
duas cromatides juntas e as liga, via um cinetoco- 
ro, com feixes de fibras mitdticas ou meioticas. 
centrossomo — Um corpo no citoplasma contendo um 
centrfolo e protefnas subordinadas que funcio- 
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nam para organizar uma metade dos feixes mito- 
ticos. 

ciclina - Uma proteina que se associa a uma cinase 
ciclina-dependente e serve como uma subunida- 
de regulatoria dessa cinase ativando essa ativida- 
de catalitica e direcionando-a ao substrate apro- 
priado. 

ciclo celular — A seqiiencia de mudangas em uma ce- 
lula desde o memento em que e criada per divi- 
sao celular, continuando per um perfodo em que 
seu conteudo, incluindo o DNA cromossomal, e 
duplicado, terminando com a divisao celular sub- 
seqiiente e a formagao das cdulas-filhas. 

cicloeximida — Uma droga capaz de prevenir o movi- 
mento de ribossomos ao longo do mRNA mol- 
de, bloqueando assim a smtese proteica. 

ciclo litico — Ciclo de uma infec^ao viral e replica^ao 
que resulta finalmente na morte da celula hospe- 
deira infectada. 

ciclopia — Malforma^ao da cabega que ocorre em 
embrioes com apenas um olho simples e central. 

cinase — Enzima que liga covalentemente grupos fos- 
fato a moleculas substrate, freqiientemente pro- 
temas. 

cinase dependente de ciclina — Tipo de serina/treoni- 
na cinase utilizada pela maquinaria do ciclo celu¬ 
lar que depende de uma protema ciclina associa- 
da para funcionar de maneira adequada. 

cinetocoro - Complexo de proteinas nucleares que 
esta associado ao DNA centromerico de um cro- 
mossomo e e responsavel, durante a mitose (ou 
meiose), pela forma^ao de uma conexao fisica 
entre o cromossomo e o microtubule e as fibras 
do fuse. 

cinoma - O repertorio complete de cinases que sao 
codificadas por um genoma, assim como o geno- 
ma humane. 

-cite - Sufixo indicando um tipo de celula. 

citoarquitetura — Estrutura fisica de uma celula. 

citocida — Refere-se a um efeito ou influencia que causa 
a morte celular. 

citocinese — Ultimo passo da fase M, freqiientemente 
considerada parte da telofase, durante a qual o 
citoplasma divide-se e separa-se nas cdulas-filhas. 

citoesqueleto — Emaranhado de proteinas nas celu- 
las, principalmente no citoplasma, que confere 
estrutura e rigidez a este, alem de capacita-lo a 
exercer mobilidade. 

citologia (adj., = citologico) — (1) Analise microsco- 
pica da estrutura subcelular. (2) Aparencia mi- 
croscopica de uma celula. 

citopatica — Causa danos ou morte para uma cdula. 

citoqueratina — Forma do filamento intermediario da 
protema queratina que constitui parte do citoes¬ 
queleto de uma celula epitelial; termo usado para 
distinguir estes de queratinas que constituem o 
cabelo, unhas e penas. 

citocinas — (1) Fator de crescimento que estimula um 
ou muitos tipos celulares que constituem o siste- 
ma hematopoietico. (2) Fatores regulatorios do 
sistema imune, incluindo interferons e interleu- 
cinas, que, assim como fatores de crescimento mi- 
togenicos, conduzem sinal entre as celulas. 

citosol — Por^ao do citoplasma que contem material 
soliivel que nao esta amarrado com o citoesque¬ 
leto e nem mesmo com as membranas. 

citostatico - Refere-se a uma influencia ou for^a que 
inibe a prolifera^ao de celulas sem que haja, neces- 
sariamente, algum efeito na viabilidade das celulas. 

clone (adj., = clonal) - (1) Cdpia de um gene que foi 
isolado por procedimento de recombina^ao de 


DNA e amplificado a um grande niimero de c6- 
pias identicas. (2) Popula^ao de celulas, todas 
descendentes de uma cdula progenitora comum. 
(3) Descendencia de um procedimento de repro- 
dugao assexuada na qual o genoma de uma cdula 
somatica de um organismo e usado para formar 
uma celula que funciona de maneira equivalente 
a de um ovo fertilizado que pode mais tarde de- 
senvolver-se por si so em outro organismo. 

clone genomico - O produto de um procedimento 
que gera imimeras copias de um segmento espe- 
cifico do genoma de um organismo (p. ex., seu 
DNA cromossomal) por meio de isolamento e 
amplifica^ao. 

co-carcinogeno — Um agente ou substancia que, en- 
quanto nao-carcinogenico por si so, colabora com 
outro agente para permitir que a carcinogenese 
progrida. 

codon de sentido trocado — Codon triplo no codigo 
genetico que especifica um resfduo de aminoaci- 
do diferente daquele especificado pelo codon que 
substitui. 

codon sem sentido — Um codon triplo no codigo ge¬ 
netico que especifica a terminagao de uma cadeia 
de aminoacido crescente. 

colonia — (1) Um agrupamento de cdulas, geralmen- 
te de origem clonal. (2) Um agrupamento de ce¬ 
lulas que e capaz de proliferar na ausencia de an- 
coragem a substrato solido. 

coloniza^ao — Prolifera^ao de cdulas entre uma mi- 
crometastase que leva a formagao de uma metas- 
tase macroscopica. 

colorretal — Refere-se ao trato gastrintestinal inferior, 
incluindo o colon e o reto. 

compartimento — Espago fisico ou virtual que con¬ 
tem todas as celulas de um dado tipo dentro de 
um tecido - por exemplo, compartimento de ce- 
lulas-tronco. 

complementa^ao — Fiabilidade de dois genotipos 
mutantes, quando coexistentes na mesma cdula 
ou organismo, de compensar os defeitos um do 
outro e entao criar um fenotipo tipo selvagem, 
indicando que os dois genotipos carregam mu- 
dan^as em genes distintos. 

complemento — Um grupo de proteinas plasmaticas 
colaboradoras que podem se associar a moleculas 
de anticorpo que estao ligadas a anngenos pre- 
sentes na superficie das celulas, incluindo aque- 
las mostradas por bacterias, levedura ou cdulas 
mamarias; uma vez ligadas por meio desses anti- 
corpos a uma cdula de superficie, o complemen¬ 
to pode matar a cdula introduzindo poros nas 
proximidades da membrana plasmatica. 

confluencia — Estado atingido quando cdulas em ca- 
mada de cultura proliferam ate preencherem todo 
espa^o disponivel no topo da superficie de uma 
placa de Petri. 

congenita - Refere-se a uma condi^ao que ja esta pre¬ 
sente no nascimento e pode persistir depois disso. 

constitutive - Descreve um estado de atividade que 
ocorre em um estado constante e e, portanto, nao- 
responsivo a modula^ao por reguladores fisiolo- 
gicos, ou um tipo de controle que gera um pro¬ 
duto constante. 

contracolora^ao — Procedimento histologico no qual 
a entidade microscopica de interesse e observada 
no contexto ou e contrastada com outras entida- 
des colorindo tal entidade com um diferente co- 
rante ou outra substancia. 

contralateral — Refere-se ao lado oposto. 

corpusculo de Barr — O cromossomo X condensado 
inativo encontrado em cada uma das cdulas das 
celulas de femeas de mami'feros placentarios. 


cripta - Uma cavidade profunda na parede do intes- 
tino delgado ou grosso na qual ocorre a prolifera- 
^ao e a diferencia^ao inicial de cdulas-tronco de 
enterocitos. 

crise — Estado emergente quando as cdulas perdem 
telomerase de comprimento adequado, resultan- 
do em fusao extremidade-extremidade dos cro- 
mossomos, caos do cariotipo e morte celular por 
apoptose. 

crista neural — Regiao do embriao jovem que serve 
como precursora de diversos tecidos especializa- 
dos e tipos celulares, incluindo certas cdulas do 
sistema nervoso periferico, ossos da face, mela- 
nocitos e diversos tipos de celulas neurossecreto- 
ras. 

cromatide — Um meio cromossomo que existe apos a 
fase S e antes da fase M; cromatides pareadas sao 
separadas na fase M, na qual cada uma torna-se 
um cromossomo. 

cromatina — Complexo de DNA, RNA e proteinas 
que constitui um cromossomo. 
cultura de tecidos - Procedimento de propagagao de 
celulas fora do tecido vivo em varios tipos de fras- 
cos e placas. 

decatena 9 ao — Desembara^amento e separa^ao das 
helices de DNA uma da outra, frequentemente 
realizada pela enzima topoisomerase II. 

degranula^ao - Libera^ao do conteudo dos granulos 
citoplasmaticos dentro do espa^o extracelular se- 
guindo um esti'mulo fisiologico. 
dele^ao intersticial — Altera^ao genetica, frequente¬ 
mente observada por meio de analises de carioti¬ 
po, que causa a dele^ao de um segmento de DNA 
cromossomal e, alem disso, da cromatina a partir 
da metade do bra^o cromossomal sem afetar ma¬ 
terial da extremidade do brago, com subseqiiente 
fusionamento dos segmentos em qualquer lado 
da dele^ao. 

dendrograma — Diagrama no qual entidades proxi- 
mamente relacionadas, assim como genes, cclu- 
las ou organismos, sao colocadas proximas umas 
das outras na ramifica^ao, nos ramos de uma ar- 
vore multirramificada. 

iie novo — (1) Aparecimento ou forma^ao de novo. (2) 
Que ocorre pela primeira vez. 
dependencia de ancoragem — Requerimento de celu¬ 
las normals de aderirem a um substrato solido 
antes de crescerem. 

depirimidina^ao — Quebra da liga^ao glicosi'dica que 
liga a pirimidina a desoxirribose ou a ribose do 
DNA ou do RNA, respectivamente. 
depurina^ao - Quebra da ligagao glicosi'dica que liga 
bases purmicas a desoxirribose ou a ribose do 
DNA ou do RNA, respectivamente. 
dermal — Refere-se a uma fina cama de celulas do es- 
troma, principalmente fibroblastos, encontradas 
debaixo da camada queratinocita da epiderme na 
pele. 

derme — Camada estromal da pele, composta princi¬ 
palmente por fibroblastos. 

desamina^ao — Perda de um grupo amino de uma 
molecula maior, como, por exemplo, uma base 
de DNA. 

desdiferencia^ao — Reversao de uma celula diferen- 
ciada ao fenotipo de uma cdula menos diferen- 
ciada, como, por exemplo, sua precursora. 
desintoxicar — Fazer com que uma substancia toxica 
vire inofensiva. 

desmineralizar — Dissolver o componente da apatita 
inorganica do osso (p. ex., fosfato de calcio). 
desmoplasica — Refere-se ao estroma colagenoso duro, 
que e formado por fibroblastos e miofibroblastos 
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em carcinomas e algumas inflamagoes cronicas 
dos tecidos. 

desnatura^ao — Processo que leva uma molecula, bem 
como uma macromolecula (DNA, RNA ou pro- 
temas) a perder sua estrutura tridimensional na¬ 
tural. 

diapedese — Seqiiencia de passos complexos impossi- 
bilitando leucocitos de extravasar do lumen de 
um vaso sangiimeo para o tecido parenquimal. 

dicentrico — Refere-se ao cromossomo ou cromatide 
que sustenta dois centromeros distintos. 

diferencia^ao - Processo pelo qual a celula adquire 
um fenotipo especializado, bem como o fenotipo 
caracteristico da cdula em um tecido particular. 

dimero — Complexo molecular composto de duas su- 
bunidades. 

diploide — Descreve um genoma no qual todos os cro- 
mossomos sao presentes em pares, um de cada 
par sendo herdado de um pai e o outro de uma 
mae, com a exce^ao do cromossomo sexual, que 
em mami'feros placentarios sao pareados na con- 
figura^ao XX ou XY. 

displasia (adj., = displasica) — Um tecido pre-malig- 
no composto por celulas que aparecem de modo 
anormal formando uma estrutura tecidual que 
desvia do normal. 

disseminado — Espalhado amplamente. 

DNA-lixo — DNA genomico que nao pode ser associa- 
do a qualquer fungao biologica. 

dominante — (1) Refere-se a uma das varias caracte- 
risticas alternativas (fenotipo) que pode ser espe- 
cificada por um loco genetico; quando o loco e 
heterozigoto e carrega a informagao especifican- 
do dois tragos diferentes, o trago dominante sera 
aquele realmente exibido. (2) Descreve um alelo 
de um gene que determina o fenotipo em fun^ao 
da presen^a de um segundo alelo do gene que 
especifica um fenotipo diferente. Veja tambem 
recessive. 

dominante-interferente — Veja Dominante-negativo. 

dominante-negativo — Refere-se a um alelo mutante 
de um gene que, quando co-expressado com o 
alelo tipo selvagem de um gene, e capaz de inter- 
ferir com o funcionamento do segundo. 

ectoderme — Camada externa de celulas em um em- 
briao jovem. 

ectodommio — Por^ao de uma protema de superficie 
celular que sobressai da membrana plasmatica ate 
o espago extracelular. 

ectopico — (1) Refere-se a expressao de um gene 
em um lugar ou situagao fisiologica em que ele 
normalmente nao deveria ser expresso. (2) Re- 
fere-se a presen^a de cdula ou tecido em um 
sitio anatomico em que eles nao deveriam ser 
encontrados naturalmente no corpo. Ver tam¬ 
bem ortotopico. 

efeitos fora do alvo — Efeitos de uma droga em outras 
moleculas que nao a desejada, tais como efeitos 
de drogas em protemas nao-desejadas. 

eferente — Refere-se aos sinais enviados. 

efetor — Um agente (como uma protema) que realiza 
o real trabalho de um processo biologico em vez 
de apenas regula-lo. 

eficacia - Habilidade de um agente terapeutico de 
gerar uma resposta clinica desejada. 

efiisao pleural — Acumulagao de cdulas cancerfgenas 
e fluido no espago entre os pulmoes e a membra¬ 
na pleural circundante. 

eletrofilico — Refere-se a uma molecula liberada que 
se liga a um substrato rico em eletrons. 

emboliza^ao - Processo de forma^ao de um embolo. 


embolo — Coagulo sangiiineo que pode viajar pela cir- 
cula^ao e eventualmente se alojar em algum lu¬ 
gar no corpo. 

-emia - Sufixo que denota um excesso de uma subs- 
tancia ou tipo celular no sangue. 
encapsida^ao — Processo de empacotamento de um 
genoma viral em um capsideo. 

endocitose — Processo pelo qual pedagos da membra¬ 
na plasmatica e protemas associadas sao interna- 
lizados dentro do citoplasma da celulas, resultan- 
do na formagao das veskulas citoplasmaticas. 
Comparar com exocitose. 

endocrino — (1) Refere-se a uma glandula que secreta 
fluidos na circulagao em geral. (2) Refere-se a rota 
de sinalizagao de um hormonio ou fator que e 
feita por cdulas em um tecido, atravessa o san¬ 
gue e afeta o comportamento de celulas em ou¬ 
tro tecido em um sftio distante. Veja tambem 
exocrino. 

endoderme — Camada mais interna da celula em um 
embriao jovem, que e precursora do trato gas- 
trintestinal e de tecidos associados. 
endogamia — Pratica de casamento entre pessoas do 
proprio grupo etnico, tribo ou cla. 
endogeno — Originado de dentro de uma celula, teci¬ 
do ou organismo. 

endometrio — Revestimento interno epitelial do lite- 
ro. 

endorreduplica^ao — Processo pelo qual um genoma 
ou por^ao deste e replicado sem segregagao sub- 
seqiiente das copias replicadas, levando a sua du- 
plica^ao. 

endossomos — Vesfculas membranosas situando-se 
mais abaixo da membrana plasmatica que sao 
formadas apos por^oes da membrana plasmatica 
invaginarem-se para o citoplasma e serem corta- 
das da membrana plasmatica. 

enterocitos — Celulas epiteliais revestindo internamen- 
te a parede do lumen do trato gastrintestinal. 

eosinofilos — Um granulocito fagocitico movel que 
pode migrar do sangue para espa^os dos tecidos, 
exibindo receptores de IgE na superficie celular; 
acredita-se que os eosinofilos desenvolvem papel 
importante na elimina^ao de organismos parasi- 
tarios. 

epiderme (adj., = epidermico) 

Camada epitelial da pele, composta principalmente 
por varios queratinocitos em varios estagios de 
diferencia^ao. 

epigenetico — Refere-se a altera^oes no comportamen¬ 
to de uma celula ou no estado de atividade de 
sua cromatina que nao depende da altera^ao na 
seqiiencia de nucleotideos do DNA. 
epitelio — Uma camada de celulas que forma o reves¬ 
timento interno de uma cavidade ou ducto; aqui, 
esta incluido o epitelio especializado que forma a 
pele. 

epitopo - Uma estrutura quimica espedfica - geral- 
mente um segmento curto de oligopeptideos de 
um antfgeno de proteina - que e reconhecida e 
ligada por uma molecula de anticorpo. 
eritroblastose — Malignidade dos precursores das ce¬ 
lulas vermelhas do sangue; geralmente se refere a 
uma condi^ao no nascimento. 
eritrocito — Cdulas vermelhas do sangue. 
eritroleucemia — Uma leucemia de precursores nao- 
pigmentados das cdulas vermelhas do sangue. 
eritropoiese — Processo pelo qual as celulas vermelhas 
do sangue sao formadas. 

eritropoietina — Fator de crescimento que estimula a 
produ^ao de celulas vermelhas do sangue, fre- 


qiientemente em resposta ao transporte de oxige- 
nio inadequado pelo sangue. 

escamoso — Referente as cdulas epiteliais que reves- 
tem um ducto ou a pele e nao tern fun^ao secre- 
tora. 

escolha de copia — Mecanismo de genetica molecular 
pelo qual uma fita de DNA crescente pode sele- 
cionar o molde para sua futura elonga^ao a partir 
de fitas alternativas de DNA complementares. 

esofagos de Barrett — Metaplasia na qual epitelio es¬ 
camoso do esofago e substituido por celula epite¬ 
lial secretora de um tipo normalmente encontra- 
do no estomago. 

esporadico - Descreve uma doen^a ou condi^ao que 
ocorre aleatoriamente em uma grande popula^ao 
sem qualquer predisposi^ao aparente, tal como 
uma causada por uma suscetibilidade herdada ge- 
neticamente. 

estereoquimica — Descri^ao da estrutura tridimensio¬ 
nal de uma molecula (como uma protema) e a 
influencia que essa estrutura tern no comporta¬ 
mento quimico ou bioqui'mico da molecula. 

estequiometrica — Uma rela^ao ou uma rea^ao entre 
duas ou mais especies moleculares na qual as 
molaridades relativas das especies participantes 
sao precisamente especificadas. 

estocastico — Refere-se a um evento que ocorre alea¬ 
toriamente com alguma probabilidade em vez 
de com uma maneira precisamente predeter- 
minada. 

estoque viral — Solu^ao de particulas virais usada ex- 
perimentalmente para infectar cdulas ou orga¬ 
nismos. 

estratificar — Classificar superficialmente entidades 
similares (p. ex., tumores) em varias categorias 
ou subclasses distintas. 

estressor — Um agente que causa algum tipo de es- 
tresse fisiologico. 

estroma — Os componentes mesenquimais dos teci¬ 
dos e tumores hematopoieticos e epiteliais, que 
podem incluir fibroblastos, adipocitos, cdulas en- 
doteliais e varios imunocitos, bem como a matriz 
extracelular associada. 

estromaliza^ao — Referindo-se ao processo pelo qual 
o estroma e gerado em um tecido normal ou neo- 
plasico. 

etiologia (adj., = etiologico) — (1) Mecanismo ou agen¬ 
te que e responsavel por causar um estado pato- 
logico especifico. (2) Estudo dos mecanismos cau- 
sadores de doen^as. 

eucariotico — Refere-se as celulas grandes, complexas 
e nucleadas de metazoarios, metafiticos e muitos 
protozoarios. 

eucromatina — Cromatina que contem genes ativos 
transcricionalmente e e entao expandida relati- 
vamente (em vez de condensada) e marcada leve- 
mente. Veja tambem heterocromatina. 

euploide - (1) Refere-se a uma cole^ao de cromosso- 
mos que correspondem precisamente, em niime- 
ro (em geral diploides) e estrutura, ao arranjo 
presente em celulas normals do tipo selvagem. (2) 
Descreve um caridtipo tendo tal complemento 
de cromossomos. 

exociclico — Refere-se a um grupo quimico que so¬ 
bressai do anel de uma molecula, como, por exem- 
plo, uma base de DNA. 

exocitose — Processo pelo qual as cdulas secretam pro- 
dutos armazenando-os em veskulas da membra¬ 
na citoplasmatica que sao fusionadas a membra¬ 
na plasmkica, permitindo que os produtos car- 
regados nessas veskulas sejam liberadas dentro do 
espago extracelular. Compare com endocitose. 
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exocrino — Refere-se a uma glandula que secreta flui- 
dos via um ducro no trato gastrintestinal ou na 
superficie da pele. Veja tambem endocrino. 

exogeno - Originado fora de uma cdula, tecido ou 
organismo. 

exon — A por^ao de um transcrito primario de RNA 
que e retido no produto do RNA apos splicing. 

expressao — (1) Transcri^ao de um gene ativo ou sm- 
rese de uma prorema a partir disso. (2) Libera^ao 
de fluido intersticial de um tecido, causada pela 
contrag;ao de celulas nesse tecido. 
extravasamento — Processo de saida de um vaso san- 
giimeo ou linfatico e invasao de um tecido ao re- 
dor. 

ex vivo — Ocorrendo fora de um corpo ou organismo 
vivo. 

fagocito — Cdula do sistema imune — por exemplo, 
celula dendn'tica ou macrdfago - que e especiali- 
zada em englobar e destruir outras celulas, frag- 
mentos celulares e outros restos celulares. 
fagocitose — Processo no qual uma cdula, geralmente 
um componente do sistema imune, engloba uma 
particula (que pode ser outra celula), a internali- 
za e, em geral, a degrada. 

falsa gravida — Referindo-se a uma femea que foi co- 
locada em estado muito parecido com o da gravi- 
dez, por meio da exposi^ao a certos hormonios. 
familial — Refere-se a um trago ou uma smdrome que 
e herdado e, portanto, encontrado em grupos em 
algumas familias. 

familia de gene - Grupo de genes que sao descenden- 
tes evolutivamente de um gene ancestral comum. 
Os membros de uma familia de gene com fre- 
qiiencia codificam protemas distintas estrutural- 
mente relacionadas. 

farmacocinetica — Cinetica que descreve o aumento e 
a queda da concentragao de uma droga no corpo, 
geralmente medida no soro. 
farmacodinamica — Acompanhamento do tempo de 
respostas em um tecido, ou suas cdulas, que sao 
induzidas por uma droga. 

farmacologico — Refere-se a uma droga, geralmente 
um composto de baixo peso molecular. 

fase de leitura - (1) A seqiiencia de bases de um gene 
que codifica para a seqiiencia de aminoacidos de 
uma proteina. ( 2 ) O registro de um triplo codon 
nessa seqiiencia permite a correta tradu^ao da 
seqiiencia da proteina. 

fator angiogenico - Tipo de fator de crescimento que 
e especializado na indu^ao da angiogenese. 
fator de crescimento — Proteina que e capaz de esti- 
mular o crescimento e/ou a prolifera(;ao de uma 
celula pela ligagao a um receptor de superficie 
celular especifico apresentado por aquela cdula. 
fator de transcri^ao — Proteina envolvida na regula- 
9 ao da transcrigao de um gene, freqiientemente 
pela associagao com seqiiencias na regiao promo- 
tora do gene. 

fator tecidual - Glicoproteina da superficie celular 
expressa por diversos tipos celulares no corpo que 
interage com fatores de coagula^ao no plasma, 
iniciando, assim, a cascata de coagulagao. 

fenocopia — Estado fenotipico criado por um gene ou 
por mecanismo regulatorio que esta proximamen- 
te relacionado ao estado criado por um gene ou 
mecanismo regulatorio diferente. 

fenotipo - (1) Medida ou observa^ao das caracteristi- 
cas de um organismo. (2) A soma de todas as ca- 
racteristicas de um organismo. 

feocromocitoma — Tumor das cdulas neuroectoder- 
mais das glandulas adrenais. 


fibrina — Proteina que e formada pela clivagem do 
fibrinogenio plasmatico e montada para formar 
as fibras que ligam as plaquetas nos coagulos. 

fibrinogenio — Veja fibrina. 

fibrinolise — DissoIu(;ao de ma^os de fibrina ativada 
por certas proteases. 

fibroblastos — Tipo de celulas mesenquimais que e 
comum em tecido conjuntivo e em compartimen- 
to estromal de tecidos epiteliais e e caracterizado 
pela secre^ao de colageno. 

fibrocito — Celulas da circulagao relativamente nao- 
diferenciadas originadas na medula ossea que ex- 
pressam colageno, aderem fortemente ao substrato 
quando cultivadas in vitro e parecem servir como 
precursoras de fibroblastos e/ou miofibroblastos 
no tecido para o qual foram recrutadas. 

fibrose — Desenvolvimento em um tecido, com fre- 
qiiencia gerando inflama^ao cronica de denso es- 
troma fibroso que substitui epitelio presente nor- 
malmente, resultando em perda da fun^ao desse 
tecido. 

filopodio — Protrusao filamentosa da superficie celu¬ 
lar semelhante a estaca, geralmente se estenden- 
do da borda de um lamelipodio, que pode ser 
usada pela celula para explorar o territorio que 
esta a sua frente. 

fisiologia— (1) Funcionamento biologico das celulas, 
tecidos, orgaos e organismos. ( 2 ) O estudo disso. 

foco (pi., = focos) — Um grupo de celulas transforma- 
das crescendo no meio de uma camada linica de 
celulas normals em cultura. 

fosfatase — Enzima que remove grupos fosfato de subs- 
tratos fosforilados, como residuos de fosfoami- 
noacidos em uma proteina ou inositol fosforila- 
do de um fosfolipideo. 

fosfoprotema — Uma proteina na qual um ou mais 
grupos fosfato foram covalentemente ligados. 

fosforila^ao — Ligag;ao covalente de um grupo fosfato 
a um substrato, frequentemente uma proteina. 

fusogenico - Capaz de causar a fusao de membranas 
como, por exemplo, a membrana plasmatica de 
duas cdulas adjacentes. 

gametogenese — Processo que gera gametas, por exem¬ 
plo, espermatozoides e ovulos. 

gastrico — Refere-se ao estomago. 

gastrula^ao — Um estado recente da embriogenese no 
qual o embriao, inicialmente composto por uma 
camada externa de cdulas ectodermais, desenvolve 
uma cavidade interna que serve como precursora 
de camadas celulares endodermais e mesodermais. 

gatekeeper 

Um gene que opera para prevenir multiplica(;ao celu¬ 
lar ou favorecer diferenciagao ou morte celular e, 
dessa forma, previne o aparecimento de celulas 
neoplasicas. 

gene housekeeping — Um gene que e usado virtual- 
mente em todas as cdulas do corpo independen- 
temente do seu estado diferenciado e e essencial 
para a viabilidade celular. 

gene tecido-especffico - Gene expresso em certos ti¬ 
pos de tecidos individuals. 

gene supressor de tumor - ( 1 ) Gene cuja inativagao 
parcial ou completa, ocorrendo tanto em celulas 
germinativas quanto no genoma de cdulas soma- 
ticas, leva a uma probabilidade maior de desen- 
volver um cancer. (2) Um gene que e responsavel 
pela restri^ao da prolifera^ao celular. Veja tam¬ 
bem gatekeeper. 

genomica funcional — (1) Tecnologia na qual fenoti- 
pos celulares sao avaliados pela medida do nivel 
de expressao de genes multiplos, geralmente em 


uma numera^ao de mil, nas celulas. (2) Analise 
realizada comparativamente pelo exame de varios 
tipos celulares ou tecidos que existem em dife- 
rentes condigoes de desenvolvimento, patologi- 
cas ou fisiologicas. 

genotipo - (1) Constituigao genetica de um organis¬ 
mo. (2) Base genetica de uma 

caracteristica de um organismo. 

genotoxico — Refere-se a um agente que e capaz de 
danificar o genoma, por exemplo, agente muta- 
genico. 

glicosaminoglicano — Um polissacarideo carregado da 
matriz extracelular — por exemplo, sulfato de con- 
droitina, acido hialuronico ou heparina — que e 
ligado covalentemente ao centro de uma protei¬ 
na e e composto por monossacarideos repetidos, 
alguns dos quais sao aminoa^iicares. 

glicoproteina — Uma proteina que foi modificada pos- 
traducionalmente por meio da adi^ao de cadeias 
laterals de carboidratos. 

glicosila^ao - Liga^ao covalente a cadeia lateral de um 
agucar, incluindo uma rede de a^ucares covalen¬ 
temente ligados, a uma segunda molecula, por 
exemplo, a um residuo de asparagina de uma pro¬ 
teina. 

glicosilase — Uma enzima que diva uma ligagao gli- 
cosidica, tal como uma que liga uma base de pu- 
rina ou pirimidina a um agiicar de ribose ou de- 
soxirribose. 

glioblastoma — Tumor das cdulas nao-neuronais da 
glia no cdebro. 

glioma — Veja glioblastoma. 

grafico de Kaplan-Meier — Uma conven^ao para re- 
presentar diversas observances clinicas nas quais 
a porcentagem de pacientes sobreviventes (ou 
outro parametro clinico como sobrevivencia li- 
vre de doen^a ou progressao) e inserida na orde- 
nada, enquanto o curso do tempo apos o diag- 
nostico inicial ou tratamento e inserido (geral¬ 
mente em incrementos de meses ou anos) na abs¬ 
cissa. 

granulocito — Leucocito que contem granules cito- 
plasmaticos — por exemplo, um basofilo, um eo- 
sindfilo ou um neutrofilo. 

gray (Gy) - Unidade de exposinao da radia^ao equi- 
valente a absorgao de 1 joule de energia por qui- 
lograma de tecido exposto. 

hamartoma — Supercrescimento benigno de um te¬ 
cido que normalmente envolve celulas mesen¬ 
quimais; por exemplo, hamartomas gastrintes- 
tinais sao caracterizados por uma expansao be- 
nigna de celulas estromais, com freqiiencia com 
concomitante hiperplasia de cdulas epiteliais 
adjacentes. 

haploide - Descreve um genoma no qual todos os 
cromossomos estao presentes em copia linica. 

haploinsuficiencia — Estado no qual a presen^a de 
apenas uma copia funcional linica de um gene 
gera um mutante ou um fenotipo parcialmente 
mutante. 

hematogeno — Dependendo da ou facilitado pela cir- 
cula^ao sangiiinea. 

hemangioblastoma — Tumor dos precursores das ce¬ 
lulas endoteliais que formam os vasos sanguineos. 

hematopoiese (adj., = hematopoietico) — Forma^ao 
de todos os tipos de cdulas do sangue, incluindo 
celulas brancas e vermelhas e varios tipos celula¬ 
res do sistema imune. 

hemidesmossomo — Um grupo de moleculas de inte- 
grina situadas na superficie basal de celulas epi¬ 
teliais e usadas para ancorar essas cdulas a mem¬ 
brana basal. 
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hemimetilado — Refere-se a uma molecula de DNA 
na qual apenas uma das duas fitas complementa- 
res de um segmento de DNA particular e metila- 
da. 

hemizigosidade — Presenga de apenas uma copia de 
um gene aurossomico por celula. 
heparina - Um glicosaminoglicano da matriz extra- 
celular. 

hepatocito — Tipo de cdula epitelial que forma a maior 
parte do figado e e responsavel por virtualmente 
toda a sua atividade metabolica. 
hepatoma — Tumor do ftgado, tambem conhecido 
como carcinoma hepatocelular. 

herceptina - Anticorpo monoclonal quimerico anti- 
HER2/Neu suportando um dominio que com- 
bina antfgeno de ratos (variavel) e um dommio 
constante de humanos (tambem chamado Tras- 
tuzumab). 

heterocarion — Celula carregando dois (ou mais) mi- 
cleos distintos geneticamente. 
heterocromatina — Cromatina que contem genes 
transcricionalmente inativos ou mesmo nao os 
contem e e condensada e marcada fortemente. 
Veja tambem eucromatina. 

heterodimero — Complexo molecular composto por 
duas subunidades distintas. 

heterotipico — Refere-se a intera^oes entre dois ou mais 
tipos celulares. Veja tambem homotipico. 

heterotn'mero - Uma molecula que e composta por 
tres subunidades diferentes, como tres cadeias 
proteicas diferentes. 

heterozigoto — Refere-se a configuragao de um loco 
genetico no qual duas copias de um gene associa- 
do carregam diferentes versoes (alelos) do gene, 
hidrocarboneto — Uma molecula composta por ato- 
mos de carbono e hidrogenio. 
hidrocarboneto aromatico policiclico — Hidrocarbo¬ 
neto que carrega multiplos aneis de benzeno. 
hidrofilico — Refere-se a por^ao ou ambiente quimico 
que prefere associa^ao com a agua. Compare com 
hidrofobico. 

hidrofobico — Refere-se a por^ao ou ambiente quimi¬ 
co que evita interagao direta com a agua. Compa¬ 
re com hidrofilico. 

hipercalcemia — Presen^a de elevadas concentragoes 
de fons de calcio no sangue. 
hiperfosforilado — Refere-se a elevada fosforilagao (de 
uma protema). 

hiperinsulinemia — NiVel elevado de insulina circu- 
lante. 

hiperoxia — Estado de tensao do oxigenio que esta 
acima dos nfveis fisiologicos. 
hiperplasia (adj. = hiperplasico) 

Acumulagao de niimero excessivo de celulas aparen- 
temente normais em um tecido. 
hipofosforilado — Refere-se a uma fosforila^ao relati- 
vamente fraca (p. ex., de uma proteina). 

hipoxia — Estado de tensao de oxigenio abaixo do 
normal. 

histo— Refere-se a tecido. 

histocompatibilidade — Habilidade de tecidos ou ce¬ 
lulas de serem tolerados por um sistema imune 
de um organismo hospedeiro dentro do qual fo- 
ram enxertados. 

histologia — Estudo da estrutura do tecido em nivel 
microscopico. Veja tambem histopatologia. 
histopatologia - Estudo da estrutura do tecido em 
mVe 1 microscopico freqiientemente com referen- 
cia a tecido anormal. Veja tambem patologia. 


holoenzima — Enzima que e montada de miiltiplas 
subunidades que colaboram mediando e regulan- 
do a atividade enzimatica. 

homodimero — Complexo molecular composto por 
duas subunidades identicas. 

homofilico — Descreve uma molecula que se liga pre- 
ferencialmente a uma ou mais moleculas de um 
mesmo tipo. 

homologo — Um gene que e relacionado a outro pela 
descendencia evolutiva de um gene ancestral co¬ 
mum. 

homopohmero — Um poh'mero que e montado a par- 
tir de monomeros de um tipo simples, como, por 
exemplo, um ou outro dos quatro desoxirribo- 
nucleoti'deos possiveis. 

homotetramero — Uma montagem de quatro subuni¬ 
dades identicas; geralmente se refere a protemas. 

homotipico — (1) Refere-se a interagao entre duas ce¬ 
lulas do mesmo tipo; veja tambem heterotipico. 
(2) Refere-se a intera^oes entre moleculas do mes¬ 
mo tipo. 

homozigoto — Refere-se a configura^ao de um loco 
genetico no qual duas copias de um gene carre¬ 
gam versoes identicas (alelos) de um gene. 

humanizar — Transmitir propriedades humanas para 
alguma coisa, por exemplo, para uma molecula 
de anticorpo. 

humoral — Refere-se a substancia soliivel ou a um flui- 
do. 

idiotipo - A estrutura antigenica que e criada pela 
seqiiencia de aminoacidos formando a bolsa de 
combina^ao do antfgeno de uma molecula de an¬ 
ticorpo. 

imortalidade — Caracterfstica de uma celula ou po- 
pula^ao de cdulas de se proliferarem indefinida- 
mente. 

imortalidade replicativa — Veja imortalidade. 

imortaliza^ao — Processo no qual uma populagao de 
cdulas que normalmente possui potencial repli- 
cativo limitado adquire a habilidade de se multi- 
plicar indefinidamente. 

imunidade cruzada — Imunidade que emergiu inicial- 
mente contra um antfgeno particular ou agente 
infeccioso que subseqiientemente confere imu¬ 
nidade contra outros antfgenos distintos ou agen- 
tes infecciosos. 

imuniza^ao passiva — Procedimento no qual as res- 
postas imunes de um organismo sao suplementa- 
das ou refor^adas por meio da introdu^ao de agen- 
tes imunologicos, normalmente anticorpos, de 
origem externa. 

imunocito - Uma celula associada a um dos ramos 
funcionais do sistema imune. 

imunocolora^ao — Uso de anticorpos para marcar ce¬ 
lulas especfficas ou estruturas subcelulares pre- 
sentes em sec^oes histologicas. 

imunocompetente — Refere-se a um organismo cujo 
sistema imune e completamente funcional. 

imunocomprometido — Descreve um organismo com 
sistema imune que nao e completamente funcio¬ 
nal. 

imunodeficiente — Veja imunocomprometido. 

imunoedi^ao — Processo no qual o sistema imune per- 
mite que alguns tumores fracamente imunogeni- 
cos sobrevivam, enquanto elimina seletivamente 
aqueles que sao fortemente imunogenicos. 

imunoevasao - Qualquer estrategia bioldgica que per- 
mite que uma celula anormal ou um agente in¬ 
feccioso se esquive da detec^ao ou eliminagao pelo 
sistema imune. 


imunofluorescencia — Uso de anticorpos ligados di¬ 
reta ou indiretamente a corantes fluorescentes 
com o proposito de corar secqocs de tecidos, 
mostrando os anticorpos que sao especificamen- 
te reconhecidos por tais anticorpos. 

imunogeno (adj., = imunogenico) 

Estrutura qufmica que e capaz de provocar uma res- 
posta imune especffica, por exemplo, um antfge¬ 
no que passa a provocar a sfntese de moleculas de 
anticorpo capazes de reconhece-lo e se ligar a ele. 

imunoglobulina — Molecula proteica que se agru- 
pa para formar uma molecula funcional de an¬ 
ticorpo. 

imuno-histoquimica — Procedimento no qual o antf¬ 
geno e localizado em uma sec^ao histologica por 
meio do uso de um anticorpo que foi acoplado a 
uma enzima (p. ex., peroxidase) capaz de gerar 
um produto visfvel sobre a luz de microscopio. 

imunovigilancia — Processo no qual o sistema imune 
esta continuamente monitorando os tecidos para 
a presenga de cdulas anormais, incluindo celulas 
cancerosas. 

imunoprecipita^ao — Processo de precipitar uma mo¬ 
lecula usando um anticorpo especffico que reco- 
nhe^a e se ligue a essa molecula. 

imunoproteossoma — Um proteossoma, normalmen¬ 
te encontrado em cdulas apresentadoras de antf¬ 
geno profissionais, especializado em gerar oligo- 
peptfdeos para apresenta^ao por moleculas MHC 
na superffcie celular. 

imunotoxina — Toxina que e alvo de certos tecidos ou 
celulas por ter sido acoplada a um anticorpo an- 
tfgeno-especffico, normalmente anticorpo mono¬ 
clonal. 

independencia de ancoragem — Habilidade de uma 
celula de proliferar sem a aderencia a um subs- 
trato solido. 

mdice de massa corporal — Peso em quilogramas di- 
vidido pelo quadrado da altura em metros. 

mdice terapeutico - (1) Medida da extensao na qual 
um tratamento afeta um tecido doente alvo, tal 
como um tumor, comparada com seus efeitos em 
tecidos normais nao-alvejados. (2) Arazao desses 
dois efeitos. 

inibi^ao da densidade — Veja inibi^ao por contato. 

inibi^ao por contato — Comportamento exibido por 
celulas propagadas em cultura de monocamada: 
as cdulas irao continuar a proliferar ate que to- 
quem umas as outras, apos o que elas param de 
proliferar. 

inicia^ao — (1) Processo de mudan^a celular, normal¬ 
mente de forma estavel, para que seja possfvel res¬ 
ponder subseqiientemente a agoes estimuladoras 
de crescimento de um agente promotor. (2) Tal 
processo, com a implicagao que a mudanga en- 
volve uma mutagao. (3) A primeira etapa em tu- 
morogenese de miiltiplas etapas. 

iniciador — Molecula de DNA ou RNA cuja extremi- 
dade 3'serve como ponto de iniciagao da sfntese 
de DNA por uma DNA polimerase. 

iniciador - Agente que desencadeia a primeira etapa 
em tumorogenese de miiltiplas etapas. Veja tam¬ 
bem inicia^ao. 

incidencia — Freqiiencia na qual uma condi^ao ou 
doen^a ocorre ou e diagnosticada em uma popu- 
la^ao. 

indica^ao — O nome para o tratamento de uma doen- 
qsi (ou um tumor) com um certo tipo de terapia 
sugerida por uma serie de parametros de diag- 
nostico. 

infcio atrasado — E referente a genes cuja expressao 
depende da sfntese tie novo de protemas e e indu- 
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zida com algum atraso apos a estimulagao por um 
fator de crescimento de uma celula. 

imcio imediato — Refere-se a um grupo de genes cuja ex- 
pressao e induzida durante a primeira meia hora de 
estimula(;ao pelo fator de crescimento de uma celu¬ 
la, mesmo quando a smtese protdca esta inibida. 
inoculo — Material inoculado. 
in situ — (1) Ocorrendo no local de origem. (2) No 
caso de carcinomas, restrito ao lado epitelial da 
membrana basal. 

integra^ao - Inser^ao de um fragmento externo de 
DNA (p. ex., o DNA de um genoma de um virus 
infectante) dentro do DNA cromossomico de 
modo que o DNA viral torna-se covalentemente 
ligado aos segmentos de DNA cromossomicos 
flanqueadores de ambos os lados. 
integrina — Receptor heterodimerico da superffcie 
celular que liga componentes da matriz extrace- 
lular e transmite informagao sobre o ligante para 
o interior da celula; o dominio citoplasmatico de 
uma integrina pode tambem estar acoplado a 
componentes de citoesqueleto, com isso ligando 
a matriz extracelular ao citoesqueleto. 
interfase — Por^ao do ciclo celular fora da mitose. 
interleucina — Fator de crescimento e diferencia^ao 
que estimula diversos componentes celulares do 
sistema imune. 

internaliza^ao — Processo no qual protemas e outras 
moleculas sao importadas para um corpo; geral- 
mente se refere a importa^ao de moleculas para 
dentro das cdulas. 

intersticial — Refere-se ao espago dentro de um tecido 
que se localiza entre as cdulas. 
intra-epitelial — (1) Refere-se a troca ou a um atribu- 
to dentro do epitelio. (2) Refere-se a uma neo¬ 
plasia que permanece no lado epitelial da mem¬ 
brana basal. 

intravasao - Processo de invasao de vasos sanguineos 
ou linfaticos a partir de tecido circundante. 

intravital — Refere-se ao processo que ocorre em teci¬ 
do vivo, tal como imaginar um processo como 
ele ocorre em um tecido vivo, 
intron — Porgao de um RNA transcrito primario de- 
letada durante o processo de splicing, 
in utero — Ocorre no litero durante desenvolvimento 
embrionario ou fetal. 

invasao — (1) Processo no qual celulas cancerosas ou 
grupos delas passam de um tumor primario para 
um tecido normal adjacente. (2) No caso de car¬ 
cinomas, um movimento que envolve uma aber- 
tura na membrana basal. 

in vitro — (1) Ocorrendo em cultura de tecidos, em 
lisado celular ou em sistemas de rea^ao purifica- 
dos em tubo de ensaio. (2) Refere-se a propaga- 
^ao de cdulas vivas em um frasco (p. ex., placa 
de Petri) em vez de em tecido vivo. 
in vivo — (1) Ocorrendo em organismo vivo. (2) Ocor¬ 
rendo em celula viva e intacta. 

involu^ao — Regressao ou desaparecimento de um te¬ 
cido, notavelmente a regressao de um epitelio 
mamario por desmame. 

isoforma — Protema que e funcional e estruturalmen- 
te similar a outra protema. 

janela terapeutica - Faixa de concentra^ao de uma 
droga que e maior do que a necessaria para obter 
um efeito terapeutico e mais baixa do que a dose 
maxima tolerada. 

jun^oes aderentes — Jun^oes laterais entre cdulas ad- 
jacentes, principalmente, celulas epiteliais, que 
servem para, mecanicamente, unir seus citoesque- 
letos de actina no citoplasma. 


labil — Alta suscetibilidade para mudar, incluindo al- 
tera^ao ou destruigao. 

la^o efetor — A regiao da protema Ras que participa 
da intera^ao fisica direta com uma das suas pro¬ 
temas efetoras; tal interagao geralmente leva a ati- 
vagao funcional da protema efetora. 
lamelipodio — Ondula(;ao ampla, semelhante a uma 
folha, que se estende da membrana plasmatica 
ate o espago intracelular e e tipicamente encon- 
trada na borda direcional de uma cdula que se 
locomove. 

lamina basal — Veja membrana basal, 
leiomioma —Tumor benigno de celulas mesenquimais 
formando a parede do utero. 
leucemia - Malignidade de qualquer variedade de 
celula hematopoietica, incluindo as linhagens que 
levam a linfocitos e granulocitos, na qual as celu¬ 
las tumorais nao sao pigmentadas e dispersas ao 
longo da circulagao. 

leucemogenese (adj., = -genico) - Processo que gera 
leucemia. 

leucocito — Cdula sangiiinea branca nao-pigmenta- 
da, como o linfocito, o monocito, o macrofago, 
o neutrdfilo ou o mastocito. 
leucose — Doen^a tipo leucemia das galinhas. 
ligante — Molecula que se liga especificamente a um 
receptor e ativa seus poderes de sinaliza^ao. 
ligase — Uma enzima que junta covalentemente a ex- 
tremidade de duas moleculas; no contexto do 
DNA, ligases unem a extremidade 3' de um DNA 
fita simples a extremidade 5'de outro pela liga- 
9 ao fosfodiester. 

limitante da velocidade — Refere-se a um passo de 
um processo de miiltiplas etapas que controla a 
taxa geral na qual o processo e terminado, pois 
esse passo e cineticamente mais lento do que os 
outros que ocorrem. 

linhagem - Sucessao linear de cdulas estendendo-se 
de um ancestral celular para seus descendentes. 
linhagem celular - Uma cepa de cdulas que foi adap- 
tada para crescer continuamente em meio de cul¬ 
tura. 

linhagem germinativa — (1) Cole^ao de genes que e 
transmitida de uma gera^ao de organismos para 
outra. (2) As celulas de um organismo multicelu- 
lar que sao responsaveis por carregar e transmitir 
genes a partir de uma gera^ao de organismos para 
sua prole. 

loco — Sitio cromossomico que pode ser geneticamente 
estudado e presume-se estar associado a um gene 
especifico. 

la^o T — Configuragao em forma de la^o no final de 
um DNA telomerico que envolve a insergao de 
uma fita pendente 3'em sua regiao dupla-fita. 
lumen (adj. = luminal) — Estrutura em forma de tubo, 
oca, como uma passagem estreita, tal como o in- 
testino, um bronqui'olo do pulmao, um vaso san- 
giiineo ou um ducto em um orgao secretor. 

luminal — Refere-se a celulas que forram e cobrem o in¬ 
terior do lumen de uma estrumra em forma de tubo. 
linfa — Fluido intersticial entre cdulas que e drenado 
pelos nodulos linfaticos para grandes vasos linfa¬ 
ticos que finalmente esvaziam dentro da circula- 
gao venosa. 

linfangiogenese — Processo de forma^ao de novos va¬ 
sos linfaticos. 

linfocina — Uma citocina ou fator de crescimento es- 
pecializado em atrair e/ou ativar linfocitos. 

linfocitos - Classe de leucocitos que medeia imuni- 
dade humoral ou celular, envolvendo cdulas B, 
cdulas T, celulas NK e derivados dessas cdulas. 


linfoide — (1) Refere-se ao sistema linfatico. (2) Refe¬ 
re-se a linhagem de celulas hematopoieticas que 
geram linfocitos B e T, assim como cdulas mata- 
doras naturais. 

linfoma — Tumor solido de cdulas linfoides. 

lisado - Produto da dissolugao da estrutura de um 
tecido ou uma populagao de celulas, geralmente 
criado com o objetivo de liberar os componentes 
internos do tecido ou das celulas. 

lisossomo - Vesicula lipidica citoplasmatica que con- 
tem enzimas de degradagao em solu^ao de baixo 
pFi, permitindo que elas degradem varias mole¬ 
culas que sao introduzidas nela. 

litico — Dissolvem celula ou tecido; freqiientemente 
associados aos potentes efeitos citopaticos de cer- 
tos virus em cdulas hospedeiras especi'ficas. 

microdissec^ao por captura a laser — Procedimento 
no qual o raio laser e usado para dissecar um re- 
mendo de celulas distantes de outras celulas pre- 
sentes em uma sec^ao de tecidos que foi monta- 
da em uma lamina de microscopio. 

macroniicleo — Maior de dois niicleos em muitas ce¬ 
lulas ciliadas, que carregam miiltiplas copias de 
cada gene, e e utilizado para produ^ao de mRNAs. 

maligno — Descreve um crescimento que mostra evi- 
dencia de ser localmente invasivo e tambem pos- 
sivelmente metastatico. 

mamaria — Refere-se ao seio e suas glandulas de pro- 
du^ao de leite. 

manchas cafe-com-leite — Manchas da cor de cafe- 
com-leite na pele que sao vistas caracteristicamen- 
te na smdrome neurofibromastose tipo 1 . 

marcador substitute - Parametro de medida, freqiien- 
temente de diagnostico, que serve para indicar o 
comportamento de outro processo a cujo corn- 
portamento ele e paralelo e reflete. 

corante vital - Corante que pode ser usado para corar 
celulas ou tecidos e e retido por longos periodos 
nesses objetos sem comprometer sua viabilidade. 

mastocitos — Uma celula originaria da medula ossea 
que produz receptores Fc para IgE e sofre degra- 
nulagao mediada por IgE seguida do encontro 
com certos anti'genos. 

matriz extracelular — Rede de protemas secretadas, 
principalmente glicoprotemas e proteoglicanas, 
que circundam a maioria das cdulas dentro dos 
tecidos e criam uma estrutura dentro do espa^o 
intercelular. 

medica^ao — Refere-se ao uso de drogas, em vez de 
cirurgia, para tratamento de doen^as. 

meduloblastoma — Tumor de precursores primitivos 
de neuronios no cerebelo. 

megacariocito — Celula grande do sistema hemato- 
poietico que produz plaquetas por retirar frag- 
mentos do seu citoplasma. 

meia-vida — (1) Tempo durante o qual metade da 
populagao de moleculas metabolicamente insta- 
veis decai ou e eliminada ou o tempo requerido 
para que metade de um sinal fisiologico decres- 
^a. (2) Tempo no qual 50% dos atomos de uma 
quantidade de um isotopo radiativo decai. 

melanina — Pigmento marrom ou preto que e sinteti- 
zado por melanocitos e, na pele, transferido para 
queratinocitos basais, criando, assim, a pigmen- 
tagao da pele. 

melanocito — Celula originaria da crista neural que 
cria pigmentagao da pele e da iris. 

melanoma — Tumor que se desenvolve de melanoci¬ 
tos, celulas pigmentadas da pele e da iris. 

melanossoma — Corpo que contem melanina no ci¬ 
toplasma de um melanocito que e transferido para 
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queratinocito com a fun^ao de transmitir pigmen- 
ta^ao para o queratinocito. 

membrana basal — Uma matriz extracelular especiali- 
zada que forma uma camada separando cdulas 
epiteliais de celulas do estroma ou cdulas endo- 
teliais de pericitos; algumas vezes chamada de la¬ 
mina bas^. 

justamembrana — Localizada adjacente a uma mem¬ 
brana. 

membrana plasmatica - Dupla camada lipidica que 
circunda uma cdula eucariotica e separa o am- 
biente aquoso do citoplasma do espa^o extrace¬ 
lular. 

menarca — Tempo na vida quando o ciclo menstrual 
inicia. 

mesenquimal — (1) Refere-se ao tecido composto de 
celulas de origem mesodermica, incluindo fibro- 
blastos, celulas da musculatura lisa, cdulas endo- 
teliais e imunocitos. (2) Refere-se a um tipo celu- 
lar individual pertencente a essa classe de cdulas. 

mesoderma — Camada de celulas intermediaria de um 
embriao jovem, a qual encontra-se entre o ecto- 
derma e o endoderma, que e o precursor do teci¬ 
do mesenquimal incluindo tecido conjuntivo e 
sistema hematopoietico. 

metabolismo intermediario — Conjunto de reagoes 
bioquimicas de uma celula que permite a inter- 
conversao de diversas especies moleculares em 
outras. 

metabolite — Especie qui'mica resultante da conver- 
sao metabolica por enzimas de uma especie de 
precursores quimicos. 

metafase - Segunda subfase da mitose, durante a qual 
ocorre completa condensa^ao dos cromossomos 
e ligagao ao feixe mitotico quando a membrana 
nuclear desaparece; nesse momento, os cromos¬ 
somos estao prontos para serem vistos sob a luz 
do microscopio. 

metafita — Plantas compostas por muitas cdulas. 

metaloproteinase — Protease que contem um atomo 
de metal, normalmente zinco, em seu sitio cata- 
litico. 

metaplasia - Substituigao de cdulas de um tecido de 
uma linhagem de diferencia^ao por celulas de 
outra linhagem. 

metastase — Crescimento maligno formado em uma 
localiza^ao do corpo; as celulas desse crescimen¬ 
to derivam de malignidade localizada em outra 
parte do corpo. 

metazoa — Animais compostos por muitas cdulas. 

metilase de manuten^ao — Enzima que liga grupa- 
mentos metil a um CpG nao-metilado que e com- 
plementar ao CpG metilado em uma dupla heli- 
ce do DNA. 

metilase de novo — Uma enzima que liga um grupo 
metil ao C de um dinucleotideo CpG na ausen- 
cia de metila^ao do CpG complementar. 

micrometastase — Metastase composta de uma linica 
cdula ou de uma pequena massa celular que e 
aparente apenas atraves do microscopio. 

microniicleo — (1) Pequeno fragmento de micleo 
que possui sua propria membrana nuclear e 
resulta de certas aberraqoes na divisao celular 
ou do dano causado na celula. (2) Menor de 
dois micleos normalmente presentes em mui¬ 
tas cdulas ciliadas, que e usado para carregar e 
transmitir o genoma ciliado as celulas da pro¬ 
le. 

microssatelite - Bloco de seqiiencia de DNA que con- 
siste na sucessao de repetidas unidades de seqiien- 
cia de nucleotideos identicos ou similares. 

microtrombo — Veja embolo. 


mielocitomatose — Malignidade da medula dssea de 
aves. 

mielogenico — Originado da medula ossea. Veja tam- 
bem mieloide. 

mieloide — (1) Refere-se a linhagem de celulas hema- 
topoieticas que geram granulocitos, macrofagos 
e mastocitos. (2) Pertencente ou parecido com a 
medula ossea; freqiientemente usado como sino- 
nimo para mielogenico. 

mieloma — Malignidade de celulas produtoras de anti- 
corpos da medula ossea, freqiientemente chamado 
de mieloma miiltiplo para indicar o grande niime- 
ro de lesoes osteoliticas que sao encontradas em pa- 
cientes com a doenga em estado avangado. 
mieloproliferativo — Refere-se a proliferagao excessi- 
va e elevados niVeis resultantes de um dos diver- 
sos tipos celulares gerados pela ramifica^ao mie¬ 
loide do sistema hematopoietico. 

minuto duplo — Um segmento cromossomico que se 
torna separado do cromossomo no qual normal¬ 
mente reside e e capaz de perpetuar-se como uma 
parncula extracromossomica descolada de um 
centromero. 

mioblastos — Precursores nao-diferenciados dos mio- 
citos presentes no musculo direnciado. 

miofibroblasto — Tipo de fibroblasto envolvido na 
cicatriza^ao de um ferimento e na inflamagao fre- 
qiientemente definido pela expressao de actina- 
Ot de musculatura lisa que, junto com a miosina, 
transmite seu poder contratil. 
mitogeno (adj., = mitogenico) — Agente que provoca 
proliferagao celular. 

mitose — (1) Divisao celular composta por quatro pas- 
sos: profase, metafase, anafase e telofase. (2) Mais 
propriamente, processo pelo qual uma linica ce¬ 
lula separa seu complemento de cromossomos em 
dois conjuntos iguais na prepara^ao para divisao 
em duas celulas-filhas. 

modifica^ao pos-traducional — Altera^ao covalente de 
uma protema ocorrendo depois do inicio da po- 
limeriza^ao do esqueleto polipeptfdico dela. 
motivo de seqiiencia - (1) Pequena seqiiencia de oli- 
gonucleotideo que esta associada caracteristica- 
mente a uma ou outra fun^ao biologica. (2) Se- 
qiiencia de aminoacido que esta caracteristica- 
mente associada ao aspecto funcional ou estrutu- 
ral de uma proteina. 

monocamada — Popula^ao de celulas crescendo como 
uma linica camada celular espessa. 
monocito - Leucocito fagocitico que circula breve- 
mente no sangue antes de migrar para os tecidos 
em que sera diferenciado em macrofago. 

monoclonal - Descreve uma popula^ao de cdulas, as 
quais derivam diretamente de uma celula ances¬ 
tral comum. 

monomero — Molecula composta por uma linica uni- 
dade ou linica subunidade de um tipo capaz de 
format complexos de maior peso molecular por 
associa^ao ou ligagao covalente a unidades simi- 
lares ou identicas. 

monoterapia — Terapia em que uma linica droga e 
utilizada de cada vez. 

monozigotico — Oriundo de um linico ovulo fertili- 
zado, referindo-se a gemeos identicos. 
morfogeno — Substancia que induz celulas a construir 
tecidos de um certo aspecto e forma, 
morfogenese — Processo no qual a forma e criada, fre- 
quentemente referindo-se a cria^ao da forma de 
varias estruturas durante o desenvolvimento em- 
brionario. 

morfologia — Aspecto e forma de uma cdula, tecido 
ou organismo. 


mortal - Refere-se a popula^ao celular que possui ca- 
pacidade proliferativa limitada. 

mortalidade — Taxa ou freqiiencia de morte a partir 
de uma condigao de doen^a particular, 
morte celular programada — Veja apoptose. 
motilidade — Tendencia a movimento, freqiientemente 
de cdulas individuais, de um local para outro. 

motogenico — Refere-se a um agente ou sinal que es- 
timula movimento ou motilidade celular. 

mucosa - Camada de celula epitelial que secreta uma 
substancia tipo muco formando uma camada pro- 
tetora acima das cdulas secretoras. 
mudan^a de classe - O rearranjo do gene que ocorre 
em um gene de imunoglobulina no qual uma re- 
giao de seqiiencia variada ligadora de antfgeno ja 
formada e trocada da sua justaposigao com uma 
regiao constante por outra regiao com seqiiencia 
constante, resultando em uma mudan^a na codi- 
fica^ao da regiao constante de uma molecula de 
anticorpo pelo mRNA da imunoglobulina. 

multiparturiente - Refere-se a uma mulher que deu a 
luz iniimeras vezes. 

multipotente - Refere-se a habilidade de uma celula- 
tronco de se diferenciar em miiltiplos tipos celu¬ 
lares distintos. 

mural — Refere-se a camada externa de vasos sangiimeos, 
que e composta de pericitos e celulas de musculatu¬ 
ra lisa e circunda celulas endoteliais luminais. 

murino - Refere-se a um subgrupo de roedores que 
inclui camundongos e ratos. 
muta^ao - Altera^ao no genotipo de uma especie que 
pode envolver uma altera^ao na seqiiencia nucle- 
otidica de um segmento de DNA, no arranjo de 
um segmento de um cromossomo, no niimero 
de copias de um segmento, na estrutura ffsica de 
um cromossomo e ate mesmo no mimero de co¬ 
pias de uma estrutura de cromossomo normal, 
mutagenese por inser^ao — Processo em que o gene 
se torna mutado por meio da inser^ao ou inte- 
gra^ao de outro elemento genetico (como um pro- 
virus retroviral) nas proximidades do DNA cro¬ 
mossomico. 

muta^ao de sentido trocado - Muta^ao que causa a 
substituigao de um aminoacido. 

muta^ao neutra — Alteragao na seqiiencia de DNA 
que nao possui nenhum efeito no fenotipo, in¬ 
cluindo muta^oes que nao causam efeito na es¬ 
trutura protdea. 

muta^ao sem sentido - Mutagao que causa termina- 
9ao prematura de uma cadeia proteica crescente. 
muta^ao pontual - Substitui^ao de uma linica base 
por outra em uma seqiiencia de DNA. 
muta^ao somatica — Muta^ao que fere o genoma de 
uma cdula fora da linhagem germinativa; tal 
muta^ao nao pode, por defmi^ao, ser transmiti- 
da para a proxima geragao do organismo. 

mutageno (adj., = mutagenico) — Agente que induz a 
muta^ao. 

nao-disjun^ao — (1) Falha na separa^ao de duas cro- 
matides durante a mitose ou de dois cromosso¬ 
mos homologos durante meiose. (2) Estado cria- 
do por essa falha de separa^ao. 
nao-invasivo — Refere-se a procedimentos que permi- 
tem diagnosticos ou tratamento sem precisar pe- 
netrar no corpo com instrumentos de diagnosti- 
co ou cirurgia. 

natal — Refere-se a nascimento. 

necrose — Processo de morte celular envolvendo o 
colapso celular e de seus constituintes atraves de 
passos que sao distintos daqueles do programa 
de morte por apoptose. 
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neoangiogenese — Veja angiogenese. 

neoplasia (adj., = neoplasica) — (1) Estado de cresci- 
mento canceroso. (2) Tumor benigno ou malig- 
no composto por celulas que possuem aparencia 
anormal e padrao de prolifera^ao anormal. 

neoplasma — Um tumor. Veja tambem neoplasia, 
neovasculariza^ao — Vascularizagao desenvolvida re- 
centemente. 

neuroblastoma - Tumor de celula precursora neuro¬ 
nal primitiva do sistema nervoso periferico e da 
medula adrenal. 

neuroectodermal — Refere-se a componentes do sis¬ 
tema nervoso que derivam do ectoderma embrio- 
nario. 

neurofibroma — Tumor de celulas benignas forman- 
do uma camada em volta dos axonios dos ner- 
vos. 

neuropeptideos - Oligopeptideos que sao liberados 
por certas celulas do sistema nervoso central ou 
por celulas neuroendocrinas e agem sobre outras 
celulas dentro e fora do sistema nervoso central, 
neurossecretora — Refere-se a um tipo celular que ira 
secretar uma substancia, como um hormonio, em 
resposta a sinalizagao neuronal. 

neutraliza^ao — Inativa^ao de uma atividade biologi- 
ca, assim como a inativagao da infectividade vi¬ 
ral por moleculas de anticorpo. 

neutrofilo - Granulocito abundante na circula^ao que 
expressa receptores Fc e e responsavel pelo reco- 
nhecimento e englobamento de diversos agentes 
infecciosos, especialmente bacterias. 
neutropenia — Deficiencia de neutrofilos na medula e 
na circulagao. 

nicho (cdula-tronco) 

Local funcional que suporta a prolifera^ao de cdulas- 
tronco e as impede de diferenciar. 
normoxia — Um mVel de oxigenio que corresponde 
aquele normalmente experimentado pelas celu¬ 
las em um ambiente tecidual especifico. 
northern blot — Adapta^ao de procedimento southern 
blot no qual o RNA (em vez do DNA) e resolvi- 
do por eletroforese em gel e transferido para um 
filtro que e subseqiientemente incubado com uma 
sonda de DNA radiomarcada seqiiencia-especi- 
fica. 

nucleofilico — Refere-se a uma molecula que busca e 
reage com substratos pobres em eletrons. 
nucleossomo — Proteina octamerica, composta por 
duas de cada histonas H2A, H2B, H3 e H4, ao 
redor da qual o DNA e enrolado em cromatina. 

nulipara — Refere-se a uma femea que nunca deu a 
luz. 

oculto - escondido, inaparente. 
oligomero — Polimero de mais de duas (mas nao com 
um grande niimero) subunidades. 

oligopeptfdeo - Curto polimero proteico que consis- 
te em relativamente pequenos mimeros de resi- 
duos de aminoacidos. 

oligopotentes — Refere-se a habilidade de uma celula 
menos diferenciada a se diferenciar em varios ti- 
pos celulares distintos. 

-oma — Denotagao de crescimento maligno ou benigno. 
oncofetal — Refere-se a um antfgeno que normalmen¬ 
te e expresso durante o desenvolvimento embrio- 
nario e tambem e expresso por algumas cdulas 
tumorais. 

oncogene (adj., = oncogenico) - (1) Gene indutor de 
cancer. (2) Gene que pode transformar cdulas. 
oncologista — Medico que trata o cancer, normalmente 
por meio de medicagao em vez de meio cinirgico. 


oncoprotema — Protema especificada por um onco¬ 
gene. 

operavel - Gapaz de ser tratado com sucesso por ci- 
rurgia. 

ordenada — Eixo vertical ou y do grafico cartesiano. 

ortologo - Gene em uma especie que esta relativa¬ 
mente mais proximo de um gene em outra espe¬ 
cie; normalmente ortologos representam corres- 
pondentes diretos um do outro no genoma de 
duas especies. 

ortotopico — Refere-se a um local anatomicamente 
proprio ou nativo. Veja tambem ectopico. 

osteoblastica — Refere-se a classe de lesoes osseas que 
envolvem aumento localizado na quantidade de 
osso mineralizado. Veja tambem osteolftico. 

osteoblasto — Tipo celular mesenquimal relacionado 
a fibroblastos que constroi o osso mineralizado 
por meio da deposi^ao de uma matriz de colage- 
no e cristais de apatita. 

osteoclasto — Tipo de cdula de linhagem de macrofa- 
go que serve para degradar e desmineralizar o osso 
ja formado. 

osteoh'tico - Refere-se a lesao ossea que envolve dis- 
solu^ao localizada do osso mineralizado. Veja tam¬ 
bem osteoblastico. 

osteotropismo — Garacterfstica de celulas, especial¬ 
mente cdulas cancerosas metastaticas, de migra- 
rem e colonizarem o osso. 

papiloma — Uma proliferagao adenomatosa benigna 
de celulas epiteliais; termo freqiientemente usa- 
do para descrever lesoes benignas na pele. 

papovavirus - Classe de virus que inclui SV40, papi- 
lomavirus e poliomavirus.. 

paracrino — Refere-se a rota de sinaliza^ao de um hor¬ 
monio ou fator que e liberado por uma cdula e 
age em uma celula proxima. 

paraneoplasico — Refere-se a um efeito biologico pro- 
vocado no corpo por um tumor em um local no 
corpo que esta localizado a certa distancia do tu¬ 
mor propriamente dito e nao esta, aparentemen- 
te, envolvido de forma direta na patogenese do 
tumor. 

parenquima — Porgao do tecido que se localiza fora 
do sistema circulatorio e frequentemente e res¬ 
ponsavel por desenvolver fun^oes especializadas 
no tecido. 

paridade - (1) A condi^ao de ter dado a luz. (2) O 
niimero de vezes que uma femea deu a luz. 

parturiente - Referente a uma mulher que deu a luz 
no mi'nimo uma vez. 

passagem — Pratica de transferir celulas de um frasco 
de cultura para outro, frequentemente realizada 
devido ao preenchimento do primeiro frasco pela 
popula^ao celular. Veja tambem passagem seria- 
da. 

passagem seriada — A pratica de transferir uma popu- 
la^ao celular de um frasco de cultura para outro e 
a subseqiiente retirada de uma ali'quota da popu- 
lagao celular resultante transferindo-a logo para 
outro frasco de cultura, repetindo este ciclo por 
um extenso pen'odo. 

patogenese - Processo que leva a criagao do estado da 
doen^a. 

patologico (n. = patologia) — (1) Doente ou associa- 
do a doenga. (2) Refere-se ao estudo do processo 
das doen^as, frequentemente em mVel de micros- 
copia. 

patologista — Medico que examina tecidos microsco- 
picamente para estudar e classificar doen^as. 

pediatrico — Refere-se ao atributo ou condigao de uma 
crianga. 


penetrancia — Grau ou freqiiencia com o qual o alelo 
de um gene pode influenciar fenotipicamente - 
por exemplo, a probabilidade de um alelo de uma 
linhagem germinativa induzir um fenotipo clmi- 
co em um portador do alelo. 

peptidase — Enzima que diva peptideo. 

perforina - Uma proteina criada pelas celulas imunes 
citotdxicas e inserida por elas na membrana plas- 
matica das celulas-alvo; uma vez inseridas as per- 
forinas criam um canal atraves da membrana que 
causa morte celular, frequentemente por produ- 
zir a introdu^ao de protemas pro-apoptoticas den¬ 
tro da cdula. 

pericitos - Cdulas relacionadas a musculatura lisa que 
circundam capilares e promovem forma^ao das 
paredes capilares formadas por cdulas endoteliais 
com forte tensao e contratilidade. 

peritoneal — Refere-se a cavidade do abdome que e 
delimitada por uma membrana confinada e in¬ 
clui o trato gastrintestinal inferior e orgaos asso- 
ciados, assim como pancreas e ffgado. 
permissive — (1) Descreve a temperatura que permite 
o crescimento de um virus sensfvel a temperatu¬ 
ra. (2) Descreve um tipo de cdula hospedeira que 
permite a prolifera^ao de virus. 

peroxissomo 

Organela citoplasmatica envolvida na oxida^ao de 
varios substratos, especialmente lipideos. 

picnose - Colapso de micleos dentro de estruturas 
densamente marcadas. 

pimonidazol — l-[(2-hidroxi-3-piperidinila)propila]- 
2-nitroimidazol hidrocloreto, um composto usa- 
do para detectar regioes de hipoxia em um teci¬ 
do. 

plasminogenio — Proenzima inativa que e convertida 
em protease plasmina ativa por meio da clivagem 
proteolitica. 

pleiotropia - Habilidade de certos genes ou protei- 
nas promoverem concomitantemente uma serie 
de respostas downstream em uma cdula ou orga- 
nismo. 

pleural - Refere-se ao espago entre o pulmao e a mem¬ 
brana que circunda o pulmao. 

pluripotente — Refere-se a habilidade das cdulas-tron- 
co de originarem a progenie que pode participar 
da formagao de todos os tecidos de um embriao, 
exceto das membranas extraembrionarias. 
protema de bolso — Termo que se refere a pRb e a 
duas proteinas relacionadas, pl07 e pl30. 
podossomo — Area focal organizada na superficie ce¬ 
lular na qual proteases ligadas a membrana plas- 
matica degradam a matriz extracelular na proxi- 
midade. 

policiclico — Refere-se a moleculas com estruturas que 
contem miiltiplos aneis covalentemente fechados. 
policitemia — Condigao envolvendo circula^ao de ce¬ 
lulas vermelhas em um nivel superior ao normal. 

policlonal - Descreve uma popula^ao de cdulas que 
tra^a sua origen por duas ou mais funda^oes ce¬ 
lulares ancestrais {veja tambem monoclonal). 
bypass polimerase — Uma DNA polimerase que copia 
uma lesao nao reparada da fita molde de DNA, 
“adivinhando” os nucleotideos que devem ser in- 
corporados na fita nascente de DNA complemen- 
tar para evitar que ocorra a incorpora^ao inade- 
quada e resultante mutagao. 
polimorfismo de tamanho de fragmento de restri- 
^ao - Variagao na seqiiencia de DNA que pode 
ser detectada por meio do seu efeito permitindo 
ou impedindo a clivagem de um segmento de 
DNA cromossomico por uma enzima de restri- 
9ao. 
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polimorfismo genetico — Um elemento de seqiiencia 
variavel em um genoma de um organismo que 
ainda nao tern efeito no fenotipo e e transmitido 
geneticamente como um determinante mendeli- 
ano. 

polipectomia — Remo^ao cirurgica de um polipo (do 
colon). 

polipo — Crescimento adenomatoso; freqiientemente 
no intestino. 

policarion - Celulas que contem miiltiplos micleos 
em um linico citoplasma. 

ponto de verifica^ao — Mecanismo de controle que 
assegura que o proximo passo no cicio celular nao 
ira acontecer ate que uma serie de pre-condi^oes 
tenham sido completadas, incluindo o termino 
de todos os passos anteriores. 

ponto de quebra — Local em uma regiao do cromos- 
somo ou gene no qual este torna-se fusionado por 
meio da transloca^ao cromossomica com outra 
regiao do cromossomo ou gene. 

ponto de restri^ao — Ponto de decisao na fase Gj tar- 
dia do cicio celular no qual uma cdula se com- 
promete a completar as fases restantes do cicio 
celular permanecendo em Gj ou deixando o ci¬ 
cio celular ativo e entrando em Gq. 

conjunto — Popula^ao ou conjunto de entidades si- 
milares, por exemplo, um conjunto de genes ou 
cdulas-tronco. 

conjunto de genes — Cole^ao de genes presentes ao 
longo do genoma de todos os membros de uma 
especie. 

pos-mitotico — Descreve uma celula que desistiu de 
entrar novamente no cicio de divisao e crescimen¬ 
to celular ativo. 

potencial para o desenvolvimento de drogas — Refe- 
re-se a especies moleculares, como uma protema, 
que tern as propriedades estruturais e funcionais 
que sugerem que compostos terapeuticos de bai- 
xo peso molecular possam ser desenvolvidos com 
para interagir especificamente com elas e pertur- 
bar seu funcionamento. 

pre-natal — Ocorre antes do nascimento. Veja tam- 
bem natal. 

primase — Enzima que inicia a smtese de DNA colo- 
cando um curto segmento de RNA na fita mol- 
de; a extremidade 3' da hidroxila desse iniciador 
de RNA serve entao de local de ligagao do deso- 
xirribonucleotideo inicial por uma DNA polime- 
rase. Veja tambem iniciador. 

primitivo — (1) Refere-se ao fenotipo de uma cdula 
relativamente indiferenciada. (2) Uma cdula em- 
brionaria. 

procarcinogeno — Um composto quimico que, en- 
quanto nao quimicamente reativo per se, pode ser 
convertido em um carcinogeno altamente reati¬ 
vo, em geral por meio de processo metabolico. 

procariotico — Refere-se a celula nao-nucleada, relati¬ 
vamente pequena, de bacterias e organismos re- 
lacionados. 

pro-droga — Precursor inativo de uma droga biologi- 
camente ativa. 

produto natural - Especie quimica que e produto do 
metabolismo natural de um organismo, como de 
uma bacteria, fungo ou planta. 

proenzima — Forma cataliticamente inativa de uma 
enzima que requer algum tipo de altera^ao (p. 
ex., clivagem proteolitica) com o objetivo de tor- 
nar-se catalicamente ativa. 

profase — Primeira subfase da mitose, na qual os cro- 
mossomos come(;am a se condensar e centrome- 
ros come^am a formar-se. 

profilatico — Preventivo. 


progeria — Si'ndrome na qual um individuo sofre enve- 
Ihecemento precocemente ou de forma acelerada. 
prognostico — Predi(;ao sobre o curso clmico de uma 
doen^a, freqiientemente influenciada por anali- 
ses detalhadas dos seus atributos existentes, como 
marcadores histopatologicos e bioquimicos. 
programa de expressao — A expressao coordenada de 
uma serie de genes. 

progressao — Veja progressao tumoral, 
progressao tumoral — (1) Processo evolutivo compos¬ 
to por miiltiplas etapas de uma celula normal para 
uma cdula tumoral. (2) Evolugao de uma celula 
cancerosa benigna para maligna. (3) Evolu^ao de 
uma cdula pre-maligna de um estado promotor 
dependente para um promotor independente. 
promo^ao — Processo que estimula ou acelera a pro¬ 
gressao do tumor; geralmente o faz sem danificar 
diretamente o genoma. 

promotor - (1) Agente que promove a progressao da 
tumorogenese de miiltiplas etapas por mecanis¬ 
mo nao-genetico, especialmente aqueles envolven- 
do inflama^ao e/ou mitogenese. (2) Seqiiencia em 
um gene que controla sua transcrigao. 
tendencia no diagnostico — Tendencia de uma obser- 
vagao ou conclusao ser influenciada pelas proprie¬ 
dades ou aplica^oes de uma tecnica de diagnosti¬ 
co em vez de refletir exatamente uma proprieda- 
de intrmseca de um estado doentio. 
protease — Enzima que diva substratos proteicos. 

proteoglicano — Molecula com uma ou mais cadeias 
de glicosaminoglicanos ligados covalentemente ao 
centro de uma protema. 

proteolise (adj. = proteolitico) — Processo, geralmen¬ 
te mediado por proteases, de clivar um polipep- 
tideo em fragmentos de baixo peso molecular, 
incluindo aminoacidos individual. 

proteoma — Tecnologia pela qual sao realizadas pes- 
quisas sistematicas da expressao de grande mimero 
de especies de proteinas distintas em uma amos- 
tra biologica, como uma celula lisada ou um flui- 
do biologico. 

proto-oncogene — Gene celular normal que, devido a 
alteragao por agentes danificadores de DNA ou 
genoma viral, pode adquirir a habilidade de fun- 
cionar como um oncogene, 
pro-virus — Copia do DNA dupla-fita de um genoma 
retroviral que e o produto da transcrigao reversa; 
isso pode existir transitoriamente, como um plas- 
mideo epissomal (nao-cromossomico), ou esta- 
velmente, seguindo sua integragao no cromosso¬ 
mo e uma celula hospedeira infectada. 
pro-virus endogeno — O pro-virus de um retrovirus 
que e transmitido atraves de uma linhagem ger- 
minativa de uma especie. 
pulmonar — Referindo-se aos pulmoes. 

quarto - Qualquer um de quatro grupos iguais den- 
tro do qual uma ampla amostra de individuos ou 
objetos de teste foi subdividida por meio do uso 
de uma ou outra tecnica de medida. 
queratinocito — Tipo de celula epitelial encontrado 
em tecidos como a pele. 

queratose — Lesao benigna na linhagem de querati- 
nocitos da pele geralmente causada por exposi- 
^ao a radiagao ultravioleta. 

quimera — Organismo no qual diferentes celulas ou 
tecidos derivam de pais geneticamente distintos 
ou celulas geneticamente distintas. 
quimeriza^ao — Processo segundo o qual uma cdula 
doadora introduzida em um embriao hospedeiro 
e capaz de inserir-se no embriao e participar da 
formag;ao de alguns dos tecidos emergentes sub- 
seqiientemente. 


quimerizado - (1) Refere-se ao produto proteico de 
um gene reconstruido no qual duas por^oes da 
proteina derivam de duas fontes distintas, especial¬ 
mente de duas especies distintas. (2) Uma molecula 
de anticorpo cuja seqiiencia de aminoacidos da re¬ 
giao constante (C) foi substituida por seqiiencias 
homologas de outras especies, por exemplo, uma 
molecula de anticorpo de um rato na qual a regiao 
C e substituida por uma regiao C humana. 

quimiocina — Um mensageiro quimico, com freqiien- 
cia um polipeptideo, que serve como um atrativo 
para celulas moveis, especialmente leucocitos. 

quimiotaxia (adj., = quimiotatico) — Migra^ao direta 
de uma cdula em dire^ao a altas concentragoes 
de um fator atrativo, como, por exemplo, uma 
quimiocina. 

rad — Unidade de radia^ao correspondente a 0,01 joule 
de radia^ao absorvida ou 0,01 gray. 

radioautografia — Veja autorradiografia. 

radiossensiVel — Descreve celulas ou tecidos que sao 
sensiVeis a morte por radia^ao, incluindo terapi- 
as de radia^ao. 

radioterapia — Tratamento de uma doen^a, principal- 
mente cancer, por meio de irradia^ao X. 

receptor — Protema encontrada na membrana plas- 
matica ou dentro de uma cdula, sendo capaz de 
ligar especificamente uma molecula de sinaliza- 
^ao (seu ligante). A maioria dos tipos de recepto- 
res emite sinais, como aqueles que induzem a pro- 
liferag;ao celular, em resposta a essa sinaliza^ao. 

recessive — (1) Referindo-se a uma das iniimeras ca- 
racteristicas alternativas que podem ser especifi- 
cadas por um loco genico; quando o loco e hete- 
rozigoto e carrega informa^ao especificando duas 
caracterfsticas distintas, a caracterfstica dominante 
sera exibida pelo organismo, e a recessiva, nao. 
(2) Referindo-se a um alelo de um gene que e 
incapaz de ditar o fenotipo quando na presenga 
de um segundo alelo que age dominantemente. 
Veja tambem dominante. 

recombina^ao mitotica — Recombina^ao entre bra¬ 
vos cromossomicos homologos ocorrendo durante 
a prolifera^ao de cdulas somaticas, freqiientemen- 
te durante a fase G 2 do cicio celular (em vez da 
mitose). 

reducionismo - Uma estrategia de pesquisa cientifica 
que envolve o estudo de componentes individuals 
relativamente simples de um sistema complexo, 
em vez do sistema como um todo. 

refratario — Que nao responde a algum tipo de sinal 
ou agente terapeutico. 

regiao homogeneamente corada — Uma regiao de um 
cromossomo consistindo em copias amplificadas 
de um segmento cromossomico que teve suas ex- 
tremidades fusionadas. 

reincidencia - (1) (n.) Recafda para o estado doente, 
como o ressurgimento de um tumor, apos o tra¬ 
tamento com uma terapia ostensivamente bem- 
sucedida. (2) (v.) Softer tal reocorrencia. 

rejei^ao — Processo pelo qual o sistema imune de um 
organismo previne o desenvolvimento de cdulas 
enxertadas, normalmente matando essas celulas. 
Veja rejei^ao alografica. 

rejei^ao alografica - Situa^ao que ocorre quando um 
tecido enxertado de um doador e rejeitado pelo 
sistema imune de um receptor porque doador e 
receptor, embora membros da mesma especie, sao 
geneticamente distintos. 

rejei^ao de tumor — Processo pelo qual um organis¬ 
mo previne a forma^ao de um tumor (incluindo 
formagao de tumor por cdulas enxertadas), fre- 
qiientemente alcangada por meio da agao do seu 
sistema imune. 
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relogio do ciclo celular — Rede de protemas sinaliza- 
doras do nucleo que regula e orquestra a progres- 
sao de uma celula pelo ciclo celular. 

remissao — Rerirada ou desaparecimento do estado 
doente, implicando a possibilidade de seu even¬ 
tual reaparecimento ou agravamento. 

renal — Referindo-se ao rins. 

reparo de pareamento erroneo — A classe de proces- 
sos de reparo de DNA que depende do mapea- 
mento de um segmenro recem-sintetizado de 
DNA e da remo^ao de qualquer base erronea- 
mente incorporada. 

reparo por excisao de base — Uma forma de reparo de 
DNA que inicialmente envolve a clivagem da li- 
ga^ao glicosidica entre uma base e sua desoxirri- 
bose por uma enzima de reparo, deixando para 
tras um nucleotideo sem a base. 

reparo por excisao de nucleotideos — Um tipo de re¬ 
paro de DNA no qual o passo inicial envolve a 
excisao de bases do DNA junto com seus nucleo- 
tfdeos associados. 

repeti^ao Alu - Peda^o de uma seqiiencia de cerca de 
300 pares de bases que e encontrado em 500 mil 
a um milhao de copias espalhadas no genoma hu- 
mano. 

reprimido - Refere-se a um gene que nao esta sendo 
expresso e, portanto, nao esta sendo transcrito. 

repressao - Mecanismo regulatorio que causa a inter- 
rup^ao da expressao de um gene. 

resposta completa — Elimina^ao de toda a massa tu¬ 
moral detectada apos terapia anticancer. 

resposta imune celular — O brago do sistema imune 
que depende da babilidade de certos tipos celula- 
res especificos, como, por exemplo, celulas T ci- 
totoxicas, celulas matadoras naturals e macrofa- 
gos, de reconhecer e destruir entidades especiTi- 
cas, incluindo cdulas anormais e agentes infec- 
ciosos. 

resposta imune adaptativa — Uma resposta do siste¬ 
ma imune que e adquirida ou aprendida apos a 
exposigao de um organismo a um antigeno ou 
agente que carrega antigeno. Veja tambem resposta 
imune inata. 

resposta imune humoral — O bra^o do sistema imu¬ 
ne mediado pelos anticorpos que este produz. 

resposta imune inata — Resposta do sistema imune a 
um antigeno ou um agente que carrega antigeno 
que ocorre na ausencia de exposi^ao previa do 
organismo a esse agente ou celula em particular. 
Veja tambem resposta imune adaptativa. 

resposta parcial - Uma redu^ao de 50% ou mais de 
uma massa tumoral apos terapia anticancer. 

ressec^ao — Remover por excisao cinirgica. 

redculo endoplasmatico — Elaborada rede de estru- 
turas membranosas no citoplasma na qual glico- 
protemas sao formadas. 

retinoblastoma — Tumor das celulas-tronco oligopo- 
tenciais da retina. 

retrovirus — Classe de virus que utiliza uma enzima 
transcriptase reversa para copiar seu RNA geno- 
mico em DNA. 

ribossomos - Corpus na celula que sintetizam pro- 
teinas. 

Rituxan — Anticorpo monoclonal quimerico anti- 
CD20 que carrega um dominio (variavel) que 
combina um antigeno de rato (variavel) e um do¬ 
minio constante humano {tambem chamado ri- 
tuximab). 

sarcoma - Tumor derivado de celulas mesenquimais, 
geralmente aquelas que constituem varios tipos 
celulares de tecido conjuntivo, incluindo fibro- 


blastos, osteoblastos, precursores de celulas en- 
doteliais e condrocitos. 

schwannoma — Tumor das cdulas nao-neuronais de 
Schwann, formando camadas ao redor dos axo- 
nios neuronals. 

sec^ao — uma fatia de um tecido. 

segundo mensageiro — Molecula de baixo peso mole¬ 
cular capaz de agir como um hormonio intrace- 
lular, conduzindo sinais de uma parte da cdula 
para outra. 

segrega^ao — (1) Separa^ao dos cromossomos no final 
da mitose. (2) Separagao dos alelos durante a 
meiose. 

seletividade - Habilidade relativa de uma terapia de 
afetar celulas ou tecidos alvejados em compara- 
9 ao com os efeitos (adversos) em celulas ou teci¬ 
dos normals. Veja tambem indice terapeutico. 

seminoma — Tumor das celulas germinativas dos tes- 
ticulos. 

senescencia — Estado de nao-crescimento da cdula no 
qual ela apresenta fenotipos celulares distintos e 
permanece viavel por longos periodos, sendo in- 
capaz de proliferar novamente. Com freqiiencia 
surge apos muitas passagens in vitro. 
serpentina - Refere-se a classe de receptores de pro- 
teina G acoplada que se movem para a frente e 
para tras (padrao tipo serpente) atraves da mem- 
brana plasmatica por um total de sete vezes. 
sinapse — Conexao fisica formada entre duas celulas 
imunes que interagem, ou entre um linfocito ci- 
totoxico e a celula-alvo, que facilita a troca de 
sinalizagao entre eles e, no caso de cdulas citoto- 
xicas, a transferencia de granulos citotoxicos da 
celula toxica para a celula-alvo. 
sincronia — (1) Ocorrendo ao mesmo tempo; ocor- 
rendo de maneira temporalmente coordenada. (2) 
Refere-se a popula^ao de cdulas que entra em uma 
fase especifica do ciclo celular ao mesmo tempo, 
sincicio — Cdula formada quando as membranas plas- 
maticas de duas ou mais celulas sao fusionadas. 
sindrome — Condi^ao de sintomas que, juntos, defi- 
nem uma condi^ao especifica de doen^a. 
sindrome mielodisplasica — Condi^ao hiperprolife- 
rativa de celulas de linhagem mieloide na medu- 
la ossea que freqiientemente progride para uma 
leucemia mielogenosa aguda. 

singenico — (1) Refere-se a dois organismos que com- 
partilham uma bagagem genetica identica, como 
dois membros de uma linhagem autocruzada de 
ratos. (2) Descreve a rela^ao entre dois conjuntos 
de cdulas ou tecidos derivados de bagagem gene¬ 
tica identica ou entre um conjunto de cdulas e 
um organismo. 

sensitive a temperatura — Descreve um fenotipo que 
e aparente quando cdulas ou virus crescem em 
uma temperatura e nao em outra. 
sinusoide — Canal semelhante a um capilar localizado 
entre os hepatocitos que se alinha com cdulas en- 
doteliais, nao possuindo, porem, cdulas murais 
ou membrana basal, como um capilar. 

splicing - (1) Processo que causa a delegao de um seg- 
mento definido de um transcrito de RNA pri- 
mario e entao a fusao dos dois segmentos de RNA 
que flanqueiam o segmento de RNA deletado. 
(2) Processo ocorrendo no nucleo por meio do 
qual um precursor de pre-mRNA e convertido 
em mRNA mediante a dele(;ao de introns e a fu¬ 
sao dos exons remanescentes. 
splincing alternative — Processo no qual um pre- 
mRNA pode softer splicing de diversas maneiras, 
resultando em mRNAs compostos por diferentes 
combina^oes de exons. 


subcutaneo - Abaixo da pele. 

sobrevivencia livre de evento — Periodo apos trata- 
mento inicial sem que episodios clinicos adicio- 
nais da doen^a sejam registrados. 
sobrevivencia livre de progressao — Periodo entre o 
inicio de uma terapia antitumor e a subseqiiente 
recaida clinica ou piora clara da condigao clinica. 

soma - Todos os tecidos do corpo com exce^ao das cdu- 
las germinativas (espermatozoide e ovulo) e dos pre¬ 
cursores imediatos das celulas germinativas. 
sonda — Um RNA ou DNA, geralmente radiomarca- 
do, que anela especificamente com o acido nu- 
cleico complementar sendo analisado, permitin- 
do a deteegao da sequencia de acido nucleico de- 
sejada. 

soro - Fluido que permanece quando o sangue coa- 
gula. 

southern blot — Procedimento no qual moleculas de 
DNA, geralmente produzidas por clivagem com 
enzimas de restrigao, sao verificadas por eletrofo- 
rese em gel e transferidas para um filtro ao qual 
sao adsorvidas; o filtro e subseqiientemente in- 
cubado com uma sequencia especifica de DNA 
radiomarcada (sonda), para revelar, por subse- 
qiiente auto-radiografia, o tamanho dos fragmen- 
tos de DNA reconhecidos pela sonda. 
submicroscopico — Muito pequeno para ser visto em 
microscopio otico. 

substrate — Molecula sobre a qual uma enzima age. 
superexpressao — Expressao de um RNA ou de uma 
proteina em niveis maiores do que o normal, 
supranumerario — Refere-se ao mimero maior do que 
o normal de alguns objetos. 
tamoxifeno — Analogo sintetico do estrogenio que 
pode antagonizar certos tipos de agoes do estro¬ 
genio ligando-se aos receptores deste. 
telofase — Quarta subfase da mitose, na qual os cro¬ 
mossomos se descondensam e a membrana nu¬ 
clear se rearranja. 

telomerase — Enzima especializada em estender DNA 
telomerico; as telomerases conhecidas ate hoje car- 
regam uma subunidade de RNA e uma subuni- 
dade catalitica tipo transcriptase reversa. 
telomero — Estrutura nucleoproteica protetora na ex- 
tremidade de um cromossomo eucariotico que 
protege a extremidade da degrada^ao e de fusao 
com outros cromossomos. 

teratogeno — Agente que causa malformagao por per- 
turbar a morfogenese embrionaria. 

teratoma —Tumor benigno formado por celulas-tron¬ 
co embrionarias no qual uma grande variedade 
de tipos celulares diferenciados sao formados. 

tetraploide - Cariotipo que contem precisamente 
quatro componentes haploides (ou dois comple- 
mentos diploides) de cromossomos. 
tipo selvagem — Alelo de um gene que e comumente 
presente na grande maioria dos individuos de uma 
especie. 

tolerancia — Estado no qual o sistema imune apresen¬ 
ta uma falta de reatividade em rela^ao a certos 
antigenos, especialmente aqueles que sao expres- 
sos por cdulas e tecidos normais. 

tomografia — Tecnica computadorizada de processa- 
mento de imagem que integra imagens obtidas 
por raios X, ultra-som ou outro procedimento de 
imagem para gerar uma imagem da sec(;ao cruza- 
da de um objeto, como o corpo humano, em uma 
dada profundidade. 

topoinibi^ao — Veja inibi^ao por contato. 

totipotente - Refere-se a habilidade de celulas-tron¬ 
co de gerar todas as linhagens celulares diferen- 
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ciadas que existem no embriao, bem como as 
membranas extraembrionarias. 

toxicidade - Efeito(s) colateral(ais) indesejado(s) de 
uma droga no tecido e metabolismo normal. 

trancri^ao reversa — Rea^ao enzimatica na qual uma 
enzima, como a trancriptase reversa, copia um 
RNA molde em uma copia de DNA comple- 
mentar. 

trancriptase reversa — Enzima capaz de sintetizar 
uma copia do DNA complementar de uma mo- 
lecula de RNA usando moleculas de RNA como 
molde. 

transcri^ao — Copia das seqiiencias de DNA em mo¬ 
leculas de RNA. 

transdiferencia^ao — Aquisi^ao por uma celula a par- 
tir de uma linhagem diferenciada de uma carac- 
terfstica fenotipica celular de outra linhagem, de 
diferenciagao distinta. 

transdu^ao - (1) Processo no qual um elemento de 
sinaliza^ao, como uma protefna, recebe um sinal 
e, em resposta, emite ourro sinal. (2) Processo pelo 
qual um gene e inrroduzido dentro de uma celu¬ 
la, geralmente por um vetor, como um veror vi¬ 
ral. 

transfec^ao — Procedimento de introdu^ao de DNA 
dentro de celulas de mamiferos, freqiientemente 
executada pela co-precipita^ao de fosfato de cal- 
cio. 

transferase — Enzima que liga uma molecula comple- 
xa, como glutationa, ao seu substrato. 

transferencia adotiva — Procedimento no qual as ce¬ 
lulas imunes sao rransferidas de um doador para 
um receptor, na esperan^a de que as cdulas do 
doador sejam capazes de mediar uma fun^ao imu- 
ne ausente no receptor. 

transforma^ao — (1) Processo de conversao de uma 
celula normal em uma celula contendo alguns ou 
muitos dos atributos de uma cdula cancerosa. (2) 
Altera^ao de uma cdula por meio da introdu^ao 
de um elemento genetico. 

transformante — Cdula transformada. 

transfosforila^ao — Fosforila^ao de uma molecula de 
protefna por outra, como a fosforila^ao de uma 
subunidade do receptor pela cinase carregada por 
outra. 

transgene - (1) Gene clonado que foi inserido experi- 
mentalmente na linhagem germinativa de um 
animal. (2) Menos comum, qualquer gene alte- 
rado experimentalmente na linhagem germinati¬ 
va. 

transgenico — (1) Refere-se a um animal ou prole de 
animal cuja linhagem germinativa foi experimen¬ 
talmente alterada, geralmente por meio da inser- 
^ao de um gene clonado. (2) Menos comum, re¬ 
fere-se a um animal ou prole de animal cuja li¬ 
nhagem germinativa foi alterada por meio de uma 
ou diversas manipula^oes geneticas, incluindo a 
adi^ao de um gene clonado ou a altera^ao de um 
gene residente por meio de recombina^ao homo- 
loga. 

transi^ao — Muta^ao de ponto na qual uma base purf- 
nica substitui outra ou uma base pirimidmica 
substitui outra. 

transi^ao epitelial-mesenquimal — Aquisigao por ce¬ 
lulas epiteliais do fenotipo de celulas mesenqui- 
mais, como, por exemplo, fibroblastos. 

transi^ao mesenquimal-epitelial — O reverso da tran- 
si^ao epitelial-mesenquimal. Comparar com tran- 
si^ao epitelial-mesenquimal. 


tradu^ao - Sfntese se protefna de acordo com a se- 
quencia de bases de moleculas de RNA. 
transloca^ao — (1) Rearranjo cromossomico que re- 
sulta na fusao de dois segmentos de cromossomo 
que sao normalmente ligados um ao outro, fre- 
qiientemente resultando em uma altera^ao mi- 
croscopicamente visfvel do cariotipo. (2) Movi- 
mento de uma entidade ffsica de uma parte da 
cdula para outra. (3) Movimento de um ribosso- 
mo ao longo de um mRNA sendo traduzido. 
transloca^ao reciproca — Troca de seguimentos cro- 
mossomicos entre dois cromossomos de pares cro- 
mossomicos diferentes, resultando na conserva- 
^ao de todos os seguimentos cromossomicos par- 
ticipantes. 

transmembrana — Refere-se ao domfnio de uma pro¬ 
tefna que atravessa a membrana e, portanto, existe 
no ambiente hidrofobico de uma bicamada lipf- 
dica. 

transposon — Elemento genetico ou segmento de DNA 
que e capaz de se mover de um sftio de integra- 
^ao cromossomico para outro dentro da celula. 
transversao — Mutagao de ponto no qual uma base 
purfnica substitui uma pirimidmica e vice-versa. 

triploide - Descreve um cariotipo contendo precisa- 
mente tres complementos haploides de cromos¬ 
somos. 

tn'tio — Isotopo radiativo de hidrogenio. 
troca angiogenica — Mudan^a de uma massa de ceiu- 
las tumorais de um estado no qual elas sao inca- 
pazes de induzir nova vascularizagao para outro 
no qual exibem essa habilidade. 

-trofico — Ajudando ou suportando na sobrevivencia. 

trombina — Protease do plasma que e ativada quando 
encontra dano e desencadeia coagula^ao sanguf- 
nea por ativa^ao de plaquetas e clivagem de fibri- 
nogenio a fibrina. 
tromboembolia — Veja embolia. 
trombopoetina — Fator de crescimento que estimula 
a produgao de megacariocitos e, portanto, de pla¬ 
quetas sangiifneas. 

trombopoiese — Processo que leva a forma^ao de pla¬ 
quetas sangiifneas. 
trombo — Um coagulo sangufneo. 

-tropico - Refere-se a uma tendencia de uma cdula 
ou organismo a se mover em diregao a ou em di- 
regao oposta a algum objeto ou fonte; tambem a 
tendencia a direcionar suas agoes a essa fonte. 
tropismo — (1) Tendencia de uma cdula a se encon- 
trar ou se mover na diregao de uma localiza^ao 
especffica ou fonte de sinalizagao. (2) Tendencia 
de uma celula a migrar em uma dire(;ao especffi¬ 
ca ou, no caso de cancer metastatico, parecer per- 
tencer a algum local de tecido especffico no cor- 
po. 

tumor primario — Tumor que cresce no local anato- 
mico em que iniciou a progressao do tumor e 
procedeu para formar essa massa. 

tumorocida — Capaz de matar cdulas cancerosas e/ou 
destruir um tumor. 

tumorogenico — (1) Refere-se a habilidade de cdulas 
de formar tumor quando introduzidas dentro de 
hospedeiros animais apropriados. (2) Menos co¬ 
mum, pertencendo a um agente como um virus 
tumoral que transmite essa habilidade para as 
cdulas. 

ubiquitila^ao — Processo no qual uma ou mais mole¬ 
culas de ubiquitina sao ligadas a uma molecula 


de substrato proteico, o qual freqiientemente re- 
sulta na degrada^ao da protefna ligada a ubiqui¬ 
tina. 

uniao de extremidades nao-homologas - Tipo de re- 
paro de DNA que consiste na fusao de duas ex¬ 
tremidades de DNA dupla-fita, na qual a jun^ao 
das duas extremidades nao e informada ou dire- 
cionada por seqiiencias na cromatide irma ou no 
cromossomo homologo. 

urotelio - Cdula epitelial especializada circundando 
a bexiga. 

vaciiolo — Pequena estrutura, tipo uma bolha, cheia 
de fluido, freqiientemente observada no citoplas- 
ma das cdulas sob estresse fisiologico e em celu¬ 
las infectadas por certos virus. 

vascularizado — Refere-se a preseng;a de vasos sangiif- 
neos em um tecido, como em um tumor. 

vasculatura - Rede de vasos sangiifneos. 

vaso ativo - Refere-se ao regulador de fun^ao vascular, 
como um regulador de permeabilidade ou cons- 
tri^ao vascular. 

veiculo - Solvente usado para entregar a droga. 

venula - Pequena veia que conduz sangue dos capila- 
res para veias maiores. 

verifica^ao — Processo no qual uma DNA polimerase 
rastreia o segmento de desoxirribonucleotfdeo que 
foi recentemente sintetizado com o objetivo de 
assegurar que a seqiiencia desse segmento e pre- 
cisamente complementar aquele da fita molde. 

vetor — (1) Agente, freqiientemente virus, que e capaz 
de carregar um gene de uma celula a outra. (2) 
Organismo infectado que serve para transmitir e 
distribuir um agente infeccioso para outros orga- 
nismos. 

vilo - Estrutura epitelial tipo um dedo que se desen- 
volve a partir da parede do intestino delgado para 
o liimen. 

vimentina — Filamento proteico intermediario das 
cdulas mesenquimais do citoesqueleto, como os 
fibroblastos. 

viremia — Presen^a de altas concentragoes de virus na 
corrente sangiifnea. 

virion - Partfcula viral que inclui o capsfdeo (capa) e 
o genoma viral. 

virulento — (De um agente infeccioso como um vi¬ 
rus.) Criando dano, como destrui^ao celular ou 
de tecido, no organismo ou hospedeiro infecta¬ 
do. Veja tambem atenuado. 

vitiligo - Disfun^ao de pele, freqiientemente de ori- 
gem auto-imune, que leva a perda de melanoci- 
tos a partir da epiderme e resulta na perda da pig- 
menta^ao. 

xenobiotico — Composto biologicamente ativo que se 
origina fora do corpo e e estranho para seu meta¬ 
bolismo normal. 

xenoenxerto — Tecido normal ou neoplasico que deri- 
va de uma especie que foi colocada dentro de um 
hospedeiro animal de outras especies. 

xenotropico - Refere-se a classe de retrovirus de uma 
especie que pode infectar e replicar a celula de 
outra especie. 

zimogenio — Precursor inativo que forma uma enzi¬ 
ma ativa. 

zimograma — Tecnica analftica na qual as taxas de 
migragao de varias protefnas em eletroforese em 
gel sao estimadas por sua atividade enzimatica lo- 
calizada que segue tal eletroforese. 
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abl (oncogene viral homologo ao da leucemia murina 
de Abelson) 112, 113F, 468, 758, 758F 
protei'na de fusao veja estrutura da protei'na de fiisao 
Bcr-Abl 743F 

rransloca^ao cromossomica veja cromossomo Fila- 
ddfia 

Acentuadores 21, 22F 
Acetilagao, RNA polimerases I 95 
Acido 13-czr-retin6ico (13cRA), pre-malignidade, te- 
rapia de lesoes na boca/garganta 733 
Acido araquidonico, smtese de prostaglandinas 448F, 450 
Acido desoxirribonucleico veja DNA 
Acido retindico 231-232 

acido retindico todo trans (ATRA), rerapia para a 
leucemia promielocirica aguda 732, 733F 
Acromegalia 28 
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associagao com E-caderina 603-604 
integrinas e 149F 
metastase e 625, 625F, 627 
rransi^ao epitelial-mesenquimal (EMT) 603F, 615 
Actina-CX de musculo liso, miofibroblastos 546F 
Adaptabilidade 5 
Adenocarcinoma(s) 30, 31F 
colorretal 554F, 699F 
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pulmonar 736-737, 736T 
Adenoma pedunculado 405F 
Adenomas 28, 37, 38F. 39, 192, 406 
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COX-2 e inflamagao 450-451, 450F 
perda de heterozigosidade 409 
remo^ao, taxa de cancer e 407, 407F 
polipose adenomatosa familial (FAP) 236, 236F, 
407 

tiredide, produ^ao hormonal pela 28 
Adenomas de mama, variances individuals no meta- 
blismo e 493B 
Adenomas dos vilos 405F 
Adenomas tubulares 405F 
Adenovirus 

ag:6es da oncoprotema ElA 275, 275F, 276F, 276B 
agoes da oncoprotema ElB 95 
experimentos de transfecgao 97B 
imunoevasao 345 
indugao de cancer 68 
intera(;ao com a protema fosfatase 2A 195 
prevengao de apoptose 95 
protema E4orf4 195 
Adesao celular 

celulas tumorais 69, 70F, 147 
papel da matriz extracelular 147, 149 
papel da Ras 188 
percep^ao 149, 186 

veja tambem Integrina(s) 

ponto de verifica^ao dependente de ancoragem do 
ciclo celular 4B 
Rho GTPases e 182 
sinaliza^ao por ErbB 120F 
veja tambem Independencia de ancoragem 


Adesoes focais 148, 149F, 629 
Adipocitos 31, 530 

Afinidade de liga^ao, desenvolvimento de drogas 745 
Aflatoxina-Bl (AFB-1) 

ativa^ao metabolica pelas Cyps 487-488 
carcinoma hepatocelular 444, 487, 488F 
como carcinogeno/mutageno 49 
virus da hepatite B e 444, 487 
Agentes alquilantes 49, 439B, 484-485 
como quimioterapicos 523 
defeitos MMR e resistencia aos 504 
desalquila^ao e 494-496 
produtos 485F 
Agentes citotoxicos 

como carcinogenos 4755 

promo^ao de tumor e 439-440, 440F, 440B, 475B 
Agentes nao-mutagenicos (promotores de tumor) 52B, 
54, 435-438, 452T, 453-457, 461, 518 
agentes citotoxicos como 439-440, 440F, 440B, 
475B 

como fenocopias de oncogene 451-452 
detec^ao de (dificuldade) 453, 454 
em canceres humanos 439-441 
endogenos 20-21F, 20B, 440, 440F, 440B, 454 
indu^ao de cancer de pele em camundongo 435- 
438, 436F, 437F, 438F, 439F 
iniciadores de tumor como 453 
locals de agao 452T 

papel da inflama^ao 441-444, 442F, 442B, 443F, 
444B, 454-457, 482B 
mecanismo 451, 45IF 

veja tambem Inflama^ao; vias especificas de agen¬ 
tes mitogenicos 440-441, 44IF 
vias de sinaliza^ao 444-452, 45IF 
prolifera^ao celular e 438, 440B 
taxa de progressao e 452-453 
veja tambem agentes especificos 
Agentes promotores veja Agentes nao-mutagenicos 
(promotores de tumor) 

Agentes quimicos causadores de cancer veja Carcino¬ 
genos 

Agentes quimicos eletrofllicos 484 
AIDS veja infec^ao por FilV /AIDS 
^^as T 373, 373F 

Alcool (etanol), como promotor de tumor 439, 475B 
Alelo(s) 4 

dele^ao veja perda de heterozigosidade (LOFi) 
evolugao 4-5 

varia^ao (polimorfismo) veja Polimorfismo 
veja tambem Mutagao(6es) 

Alelos nulos 221, 312 
Alelos tipo selvagem 4 

Alimentos veja Dieta, Mutagenos/carcinogenos na 
alquiltransferase do DNA 494-495, 495F 
quimioterapia e 523 

Altera^oes pre-malignas 36-39, 37F, 38F 
Erosao telomerica 389, 389F, 392 
Esofago de Barrett 37 
Lesoes na boca/garganta 733 
veja tambem Displasia; Ffiperplasia; Metaplasia 
Alvos proteicos potenciais para o desenvolvimento de 
drogas, terapia do cancer 793 
Ames, Bruce 49, 50 

Aminas heterocfclicas (FFCAs) 488-490, 489F 


Cancer colorretal e 22B 
Flora colonica e 22B 
Variances individuals 493B 
Aminoacidos 15 

2-amino-l-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina 
(PhIP) 488, 489F 
Amplicon 1025, 108 
Amplificagao genica 13B, 100, 116 
amplicon 102B, 108 
CiclinaDl 298, 298F 
co-amplificagao 102B 

genes myc 100, 107, 107F, 107B, 108, 116, 349 
HER2/neu 100-101, lOlF, 102F, 102B, 116, 156 
regioes cromossomais comuns 108T 
sem superexpressao genica 111B 
superexpressao do receptor de fator de crescimento 
132B 

Anafase 258, 258F 

Analise de arvore genealogica 237F, 237B 
Analise de liga^ao 237F, 237B 
Analise de urina, dano oxidativo ao DNA 483B 
Analise do numero de copias 
FISH 421, 422F 

hibridiza^ao genomica comparativa 422-423,422F, 
423F 

Analise por microarranjo Arranjos de expresao genica 
Aneuploidia 12F, 12B, 397F, 510, 51 1-517, 525 
como causa vs. conseqiiencia 512 
definigao 11 
mecanismos 392-393 

defeitos moleculares 514-515 
segregagao mitotica erronea 512-513 
veja tambem Instabilidade cromossomica (CIN) 
Angiogenese 556-580 
angiogenina 560, 567T 
angiopoetina 560, 561-562, 567T 
cdulas em construgao 534-535, 560 
cdulas endoteliais veja Celulas endoteliais 
celulas precursoras endoteliais 570, 582 
modelos animais 570-571, 570F 
cura de ferimentos 539 
desenvolvimento embrionario 556-557 
estagio invasivo 568-569, 568F 
fator de crescimento de fibroblastos acido 567T 
fator de crescimento de fibroblastos basico 559-560, 
567T 

fator de crescimento de hepatocito 567T 
fator de crescimento derivado de plaquetas 567T 
fator de crescimento placentario 5671 
fator de crescimento transformante CC 567T 
fator de crescimento transformante (3 559-560, 
567T 

fator de crescimento vascular endotelial veja Fator 
de crescimento vascular endotelial (VEGF) 
fator de necrose tumoral a 567T 
fator de transcri^ao HlF-1 e 244F, 245 
fator estimulador de colonia de granulocito 567T 
fatores importantes 567T 
heterogeneidade 569, 569F 
hipoxia 563 

inicia^ao, imunologia tumoral 684 
integridade da membrana basal 567-568, 568F 
interleucina-8 560, 567T 
leptina 567T 
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macrofagos associados a tumor (TAMs) 552-553, 
554F, 555-556 
malignidade vs. 569, 569F 
merastase 591, 632 
micromerastases 646 
miofibrobiastos 558 
recrutamento 568F 

modelo de camundongo rransgenico Rip-Tag veja 
Modelo de camundongo transgenico Rip-Tag 
modelos animais de enxertos 559-560, 561F 
pericitos 532 
preven^ao pela p53 332 
proliferina 567T 

supressao/inibigao 571-574, 572T, 575F 
angiostatina 572-573, 572T, 574 
arrestina 572T, 574 

como terapia veja Terapias antiangiogenicas 
efeitos na cura de ferimentos 547 
endostatina 572T, 573-574 
expressao do receptor Fas 571, 573F 
inibidores teciduais de metaloproteinases 572T, 
574, 574B 

interrup^ao do fator-1 induzida por hipoxia 571 
triptofanil-tRNA sintetase 572T, 574B 
trombospondina-1 571-572, 572T 
tumstatina 572T, 574 
troca angiogenica veja Troca angiogenica 
veja tambem fatores especificos afetando 
Angiogenina 560, 567T 
Angiopoietina-1 532, 560, 561-562, 567T 
Angiossarcoma 31-32 
Angiostatina 

modelo de camundongo transgenico Rip-Tag 576 
supressao da angiogenese 572-573, 572T, 574 
supressao de metastases 573-574 
terapias antiangiogenicas 576 
Animais experimentais 3 
Animais knock-in 
constru^ao 250B 

superexpressao de p53 e envelhecimento 5F, 5B 
Animais knock-out 

BRCA11BRCA2 505-506 
camundongo mTR (mTR) 

diferen^as generacionais 387-388, 387F, 390 
suscetibilidade ao cancer 388-391, 39IF 
ciclinas 303B 
constru^ao 250B 
fator de transcrigao E2F 6B 
gene mdr 446, 447F 
gene390 
gene p53 310 
gene p63 8B 
gene p73 8B 
gene pi^d 390 
gene Rb 249, 252F 

genes supressores de tumor 249, 250-25IF 
integrinas 150B 
knock-outs TNF-cc 446 
maquinaria apoptotica 329 
praticar 673-674 
protema Mdm2 323B 
RAG-l/RAG-2 674-675, 676F 
VEGF 566-567 
Animais transgenicos 

experimentos com o relogio do ciclo celular 303B 
experimentos de ransforma^ao 

muta^oes colaborativas e 429-430, 43IF 
muta^oes linicas e 426, 426F 
expressao de myc em hepatocitos 296 
identifica^ao de genes supressores de tumor 249 
mutagoes em cdulas-tronco 469 
produ^ao 250-251F, 250B 
superexpressao da p53 e envelhecimento 5F, 5B 
suscetiVeis a cancer 430 

veja tambem Animais Knock-im, Animais Knock-out 
Anoikis 147, 188, 188F, 334, 334F, 532, 65B 
dependencia de ancoragem e 45 
metastase 592 


Anormalidades cromossomicas 10-11, 12-13F, 12- 
135, 49, 397F, 510-511, 524-525 
amplifica^ao 108T 

veja tambem Amplifica^ao genica 
analise da mutagenicidade 52B 
ciclos de quebra-fusao-ponte (BFB) 372, 372F, 391, 
392F, 511 

cromossomo Filaddfia veja Cromossomo filadelfia 
defeitos estruturais 510-511 
defeitos na ploidia (numerica) veja Aneuploidia 
defeitos no reparo de DNA 506, 507F, 508, 519 
diversifica^ao clonal e 421-423, 421F, 422F, 423F 
estudos de gemeos 426F, 427, 427B 
malignidade hematopoietica 513B 
mutates em BRCA2 506, 50Th, 508 
prova de monoclonalidade 41-42, 42F 
recorrente 511 

veja tambem Cariotipo; anormalidades especificas 
Anoxia, apoptose 329 

Anticorpo anti-fator de crescimento endotelial vascular 
790 

terapia antiangiogenese 577, 578T 
terapia para metastases de carcinoma de colon 577 
vasculatura tumoral e 265, 27F 
Anticorpo anti-HFR2/Neu 607F 
Anticorpo anti-receptor do estrogenio 607F 
Anticorpo antivimentina, histopatologia EMT 607, 609 
Anticorpos 656-567, 659-663, 670F 
antitumor 679 
estrutura 657F 
expressao em mieloma 41 
hipermuta^ao somatca 225 
humaniza^ao 705, 705F 
ligagao a celulas infectadas 656-657 
ligagao ao antigeno 225, 656, 657F 
ligagao ao patogeno 656, 657F 
mudanga de classe 225, 509B 
neutralizagao de particulas 661 
produ^ao 661 

promotores, transloca^oes cromossomicas 109F, 110 
quimerizado 705 
RAG-l/RAG-2 674 

reconhecimento de antigenos de transplanta^ao 
associados a tumor (TATAs) 690 
reconhecimento de antigenos de transplanta^ao 
tumor-especi'ficos (TSTAs) 690 
veja tambem Anti'geno(s); anticorpos especificos 
Anticorpos anti-CD20 710-711, 71 IF 
veja tambem Rituxan 
Anticorpos anticitoqueratina 596, 596F 
Anticorpos anti-CTLA4 716-717, 716-71 7F 
Anticorpos antimolecula de adesao de celulas epite- 
liais (EpCAM) 596, 596F 

Anticorpos anti-receptor do fator d crescimento en¬ 
dotelial vascular 577, 578T 
Anticorpos anti-receptor do fator de crescimento de- 
rivado de plaquetas 577-578 
Anticorpos anti-receptor do fator de crescimento epi¬ 
dermal 

cancer de colon 752, 753F 
Gleevec vs. 759, 760T 
Iressa vs. 766 
Tarceva vs. 766 

Anticorpos anti-Src 124, 124F, 125F, 125B 
Anticorpos antitumor, imunologia tumoral 679 
Anticorpos humanizados 705, 705F 
Anticorpos MDX-010 716-717F, 717 
Anticorpos quimerizados, defini^ao 705 
Antiestrogenio 199B 

veja tambem agentes especificos 
Antigeno CD24, tumorogenicidade e 417F 
Antigeno CD25, celulas T regulatorias 669 
Antigeno CD3, ligagao da Herceptina 405 
Antigeno CD4, celulas T regulatorias (T ) 669 
Antigeno CD44, tumorogenicidade e 4l7T 
Antigeno Hu, sindromes paraneoplasicas 375 
Antigeno large T veja antigeno(s) 1 
Antigeno middle T veja Antfgeno(s) T 


Antigeno nuclear de cdula de prolifera^ao (PCNA) 505 
Antigeno Yo, sindromes paraneoplasicas 37F 
Antigeno(s) 656 

liga^ao ao anticorpo 22B, 656, 657F 
processamento 660T, 66IF, 663 
redugao da expressao 690-691 
tecidos imunoprivilegiados 662 
varia^ao 672, 720 
veja tambem antigenos especificos 
Antigeno (s) T 

intera^oes com a proteina fosfatase 2A 19B 
large 9B, 308, 427 
a^oes 18B 

expressao 70-71, 71F 
imortalizag:ao e 366F, 367, 432 
intera^oes com a p53 308, 308F, 309F 
intera^oes com a proteina Rb/bolso 275,276F, 276B 
preven^ao da senescencia 366F, 367 
middle 185, 427 
small 19B 

Antigenos de cancer de testiculos 688-689 
Antigenos de diferencia^ao 688, 691 
Antigenos de transplanta^ao associados a tumor (TA¬ 
TAs) 655-686, 687-689, 723 
antigenos de diferenciagao 688, 691 
antigenos oncofetais 688-689, 688F 
defmi^ao 685-686 

experimentos de transplantagao de tumor 673F, 686 
ligagao a celulas T citotoxicas 690 
ligagao de cdulas T auxiliares 690 
melanomas 39F, 39B, 687-688 
quebra de tolerancia 689 
reconhecimento de anticorpos 690 
redugao da expressao 690-691 
Antigenos de transplanta^ao tumor-especificos (TS¬ 
TAs) 685-687, 685T 
antigenos de diferencia^ao 691 
defmi^ao 685 

experimentos de transplantagao de tumor 673F, 686 
expressao alta vs. baixa 686-687 
fisicamente induzidos 38B 
induzidos por virus 687 
instabilidade de microssatdites 687B 
quimicamente induzidos 38B, 656, 686F, 687 
reconhecimento de anticorpos 690 
redugao da expressao 690-691 
Antigenos de transplantagao tumor-especificos (TS¬ 
TAs) induzidos por virus 687 
Antigenos internos, apresenta^ao de antigeno 663- 
664, 664F 

Antigenos novos, imunologia tumoral 720 
Antigenos oncofetais veja Antigenos de transplanta- 
9 ao associados a tumor (TATAs) 

APE (endonuclease apurinica/apirimidica) 496 
Apoptose 302, 307-356, 334-342146F, 355 
“roda da morte” 340, 340F 
anoikis 147, 188, 188F, 334, 334F 
apoptossoma 340, 340F, 34IF 
Bcl-2 e proteinas relacionadas 334-335, 335F, 336- 
340, 338F, 339F, 345, 355 
cascata da caspase 340-342, 341 F, 345F, 355 “subs- 
tratos da morte 341 F, 342 
circuito de sinaliza^ao 354F 
citocromo C 336-337, 337F, 340-341, 341F, 355 
como alvo terapeutico 425 
como risco para as cdulas cancerosas 332 
convergencia de vias 345F 
crise celular e 364, 368, 368F 
detec^ao de 

cora^ao com anexina V 7F 75 
ensaio TUNEL 71f75, 33IF 
disparo 329, 339 

extrinseca (mediada por receptor) 343-345, 344F, 
345F, 349, 355 

veja tambem Receptores de morte 
indu^ao de E2F 65, 323-324, 324F, 342, 352 
indu?ao de Myc 325, 334-335, 349, 352 
induzida por raios X 471 
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inibidores da apoptose (lAPs) 340, 341, 34IF, 701 
intrinsecos (p53/mediada por esrresse) 322F, 323- 
325, 329-331, 334, 342-343, 345F 
ciclos BFB e 390 
genes-alvo da p53 327T, 331 
modelo de camundongo transgenico Rip-Tag 564 
p53 8B 
p73 8B 

veja tambem ARF; protema p53 
vias de sinalizagao 346F 
mudan^as celulares devido a 329, 330F, 336T 
na smdrome de Kosrmann 440F, 4405 
necrose vs. 335, 336T 
papel na fisiologia tecidual 329-330 
enterdcitos 238F, 239 
eritropoiese 329-330 
involu^ao mamaria 330 
liga^ao a celulas e 147 

papel no desenvolvimento 329, 33IF, 335, 358F 
preven^ao/prote^ao de 

balan^o proteico pro e anriapoptorico 338-339, 
339F, 352-353 

em celulas cancerosas 346-350,348T, 349F, 352, 
355, 458 

fator de crescimento Slug 617 
fator de crescimento Twist 617 
receptor HER2/Neu 707 
resistencia a drogas e 756 
veja tambem Mecanismos anti-apoptoticos 
reciclagem de celulas 331 
sinaliza^ao com ErbB 120F 
terapia do cancer e 353-354 
veja tambem componentes especificos 
Apoptose extrmseca 343-345 
Apoptose intrinseca 342-343 
Apoptossoma 340, 340F, 34IF 
Apresenta^ao de antigeno 659-661, 660F 
acentuamento veja Imunoterapia 
antfgenos internos 663-664, 664F 
celulas dendn'ticas (DCs) 659-660, 660F 
celulas T auxiliares (TN cells) 660-661, 661, 662F 
complexo maior de histocompatibilidade maior 
659-660, 660F, 661F 
classe I 661 F 
classe II 660-661, 661F 
intercelular, MFiC de classe I 663-664, 664F 
linfonodos 662F 

“area sob a curva”, farmacocinetica 750 
ARF 

antagonismo de Mdm2 e regulagao da p53 321-323 
camundongo veja gene/protema pi9^^^ (ARF de 
camundongo) 

como supressor de tumor 323 
humano veja gene/protema pl4^^^ (ARF humana) 
mutagao/perda em celulas cancerosas 324,332, 347 
como alternativa a muta^ao na p53 65 
mecanismos 65 

papel na apoptose mediada por p53 322F, 323-325 
regula^ao 323 

splicing eAxtxxvAXAso de 321 F 

Arranjos de expressao genica 20F 

amplifica^ao do gene HER2/neu 102F 
Classificagao de linfomas de cdulas B 730, 73IF 
diagnostico 728-729, 731 
miofibroblastos 549F 

transigao epitelial-mesenquimal veja Transi^ao epi- 
telial-mesenquimal (EMT) 

Arranjos para captura de microdissec^ao a laser 731 
Arrestina, supressao da angiogenese 572T, 574 
Ascitos 25F 255, 32F 325 
Aspirina, prevengao/protegao ao cancer 445 
Astrocitoma(s) 35F, 588, 786-787 
Astrocitos 35F 

Atalhos arteriovenosos, metastases 594 
Atalhos peritoneovenosos, metastase e 32F, 32B 
Ataque imune 692, 693, 700 

Ativa^ao de cdulas matadoras naturals (NKs), 667- 
668, 670F, 695-697, 722 
camundongo nu 672 


citotoxicidade celular dependente de anticorpo 
(ADCC) 657, 657F 
emboliza^ao e metastase 28-29F, 28B 
expressao de MHC de classe I 694, 696 
imunologia tumoral 685 
ligagao de protema de estresse 695-696, 696F 
mecanismos de assassinato 666-667F, 667 
NKG2D 695-696, 696F 
produ^ao de interferon-y 667-668, 673 
receptor inibidor de matadora (KIR) 695, 695F 
reconhecimento de MHC de classe I 695, 695F, 696 
resposta immune inata 659 
Ativa^ao de sinal pro-apoptotico, terapia do cancer 
733-734 

veja tambem Apoptose 

Ativador urocinase de plasminogenio (uPA) 546, 623- 
624, 624F 

Autofagia 353, 353F 
Autofosforilagao 
EGF-R 136F, 157 
Src 124 

veja tambem Transfosforila^ao 
Auto-radiografia 467F, 472-473F, 473-474 
Autossomos 9 

Avastina veja Anticorpos anti-receptor do fator de cres¬ 
cimento epidermal 

Axina, complexo multiproteico da (3-catenina 189- 
190 


B 

Bacilo Calmette-Gubrin (BCG), imunoterapia 715F, 
715B 

BAGE, antigenos de transplantagao associados a tu¬ 
mor (TATAs) 689 
Baltimore, David 63F, 74 
Base(s) de DNA 

alquilagao 484-485, 494-495, 495F 
dano oxidativo 482, 483F 
forma^ao de adutos 485, 486F, 493-499 
fotoprodutos do UV 484, 485F 
metila^ao 494-495, 495E 
substitui^oes 439B, 484 
Bases citosina 

efeitos do bissulfito de sodio 3F, 35 
forma^ao de di'meros 484, 485F 
Bases guanina, oxida^ao 482, 483F 
Bases pirimidicas 

ataque por especies reativas de oxigenio 482, 
483F 

fotoprodutos 23B, 484, 485F 
veja tambem Bases citosina; Bases timina 
Bases puricas 

ataque por especies reativas de oxigenio 482, 483F 
fotoprodutos 484, 485F 
Bases timina 

forma^ao de dimeros 484 
produtos de oxida^ao 482, 483F 
BAY12-9566, terapia antiangiogenese 578T 
Bcl-w, inibidores 739, 740-741F 
Bc1-Xl 335F, 337, 338F, 350B 
inibidores 739, 740-74IF 

Intera^oes com a protema BH-3, como alvo tera- 
peutico 739, 740-741F 

/'cr (regiao de quebra de grupamento) 112, 1 13F,468, 
758, 758F 

protema de fusao veja Protema de fusao Bcr-Abl 
transloca^ao cromossomica veja Cromossomo Fi- 
ladelfia 
Beclina-1 353 

BenzoMpireno 480, 485, 486F, 487, 490 
Benzo[i 2 ]pirenodiolepoxido (BPDE) 486F 
(32-microglobulina, imunoevasao e 691-693, 694F 
p-catenina 145-146, 206 
citosolica 189 

complexo multiproteico (Ape e axina) 189-190, 
238F, 239, 240F 
inativa^ao de Ape e 239-241 


veja tambem Regula^ao do gene/proteina Ape 
190F 

degrada^ao, papel de p53 328 
estrutura 205F 

expressao em cdulas cancerosas 190-191 
interagoes com CBP, como alvo terapeutico 740- 
741 F 

liga^ao a molecula de adesao 189, 190 
ligagao ao fator de transcrigao Tcf/Lef 189, 190, 
238F 

papds funcionais 189F, 238-239, 238F, 284 
transig;ao epitelial-mesenquimal e 602F, 605-606, 
606F 

veja tambem Sinaliza^ao Wnt 
p-galactosidase acida, marcador de senescencia celu¬ 
lar 367, 367F 

Bevacizumab Anticorpo anti-fator de crescimento 
endotelial vascular 
Bibliotecas genomicas 23 

veja tambem Clones/clonagem 
Bicamada lipidica 178F 
Bioinformatica, estratifica^ao do cancer 729 
Biomarcadores 55 

diagnostico do cancer 727 
senescencia celular 12-13fi 12B, 367, 367F 
Bisfosfonatos 640-641, 6435 
BMS275291, terapia antiangiogenese 578T 
Bomba multidrogas de efluxo, resistencia a drogas 756, 
757F 

Bombas de drogas 471, 756, 757F 
Bortezomib veja Velcade 

BRMSl, genes supressores de metastase 643T, 644 
Bromodeoxiuridina (BrdU), reativa^ao do retrovirus 
endogeno 92 

C 

Cadeia transportadora de eletrons 342 

veja tambem Especies reativas de oxigenio (ROS) 
Caenorhabditis elegans, linhagens celulares 358F 
Caixas E 285 

Camadas celulares embrionarias 30, 30F 
Camundongo 

cepas imunocomprometidas 35B 
cepas intercruzadas 35B 

como modelos de cancer humano 35B, 429-430, 
457-458 

genoma, humano vs. 431 
imortaliza^ao de celulas 431 
indugao de cancer de pele 466 

genes/protemas envolvidos 437-438, 438F 
iniciadores/promotores 435-436, 436F, 437F, 467 
suscetibilidade a cancer 388 
telomeros/telomerase 386-388, 386B, 432 

knock-outs., diferengas generacionais 387-388, 
387F 

transformagao por DNA tumoral humano 93-98, 
96F, 98F 

transgenico veja Animais transgenicos 
Camundongos (laboratorio) veja Camundongo 
Camundongos knock-out mTR {mTR~^~) 
deficiencia em supressor de tumor 390 
diferen^as generacionais 387-388, 387F, 390 
susceptibilidade ao cancer388-391, 39IF 
ciclos BFB e 390-391, 392F 
rela^ao com a tumorogenese humana 392-393 
tipo de tumor 390, 393 
Camundongos nu 70-71, 71F, 672 
Cancer cervical 

fusos mitoticos multipolares 515F 
metilagao do DNA 230F 
papilomavirus humano e 9F 9B, 18B, 73, 455 
desenvolvimento de vacinas 726-727 
progressao de miiltiplas etapas 406F 
receptoresde orgaos transplantados 680T, 680t 
sinaliza^ao Notch 196 
sinaliza^ao por NF-kB 195F 
Cancer colorretal 
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adenocarcinoma 
imunoevasao 699F 
metaloproteinases de matriz 554F 
canceriza^ao de campo 412-413 
carcinogenos 225, 415-416, 4l5B 
carcinoma invasivo 405F 
cdulas do estroma 529F 
efeito em tecido normal 588 
em receptores de tranplantes de orgaos 680T 
fator de crescimento derivado de plaquetas 544 
fatores da dieta 22B, 415-416, 4l5B 
HNPCC 416, 501-502, 521 
imunoevasao, smtese da }32-microgiobulina 694F 
incidencia 

polipecromia e 407, 407F 
predi^ao 402-403 

instabilidade cromossomica (CIN) 512, 513F, 521 
instabilidade de microssatdite 292, 512, 513F, 687B 
mecanismos de defesa 238F, 239, 413 
merastases 588 

cdulas do estroma536F 
especificidade de tecido 635 
figado 405F, 636 

terapia com anticorpos anti-VEGF 577 
micromerastases 645 
monocitos 530F 
mortalidade 726, 726F 
mutagoes/alteragoes moleculares 241, 4llF 
acumula^ao de 408-412, 4lOF 
altera^oes epigeneticas 408, 412 
expressao de COX-2 450F 
genes de reparo de pareamento erroneo 416 
instabilidade genomica 292,512,513F, 521,687B 
K-ras 409 409F 

metiia^ao do promotor de MGMT 494 
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^oes 315B 

potencial replicativo 360 
Celulas-tronco tumorais 335, 461, 518 

citometria de fluxo 416-418, 4l6F, 417F, 4l8F 
como “linhagem germinativa” 419 
efeitos no tratamento do cancer 765,765F, 765B, 792 
expansao clonal e 416-420, 420F 
metastase e 33B 
organizagao 419 
progenie 419, 419F 
Centromeros 369 
Centrossomos 258F, 5l4F 

ciclos de quebra-fusao-ponte 37IF 
duplica^ao 514-515 
fosforila^ao durante o ciclo celular 263 
segrega^ao cromossomica e 513, 514, 514F 
Cepas de camundongo imunocomprometidos 35B 
Cepas intercruzadas de camundongos 35B, 70-71, 
70B, 71F 

Cerebelo, pos-mitotico 273F 
Cetuximab veja Erbitux (cetuximab) 

CHOP linfoma grande difuso de celulas B (DLBCL) 711 
Ciclina A 

duplica^ao dos centrossomos e 514-515 
efeitos no fator de transcrigao E2F 281-282 
flutuagoes no ciclo celular 265, 265F 
liga^ao a CDK2 263 
Ciclina B 

flutuagoes no ciclo celular 265, 265F 
liga^ao a CDC2 (CDKl) 271 
Ciclina D 304 

controle transcricional 267 
flutuagoes no ciclo celular em mVel 265-267, 265F 
fosforila^ao da protema RB 277,283, 297-298, 305 
knock-outs 303B 

ligagao ao receptor de estrogenio 267B 
liga^ao de CDK4/6 263, 267 
bloqueio pela pl5‘"*''*^ 268 
estimula^ao por p21'“'PVp27'^'f’^ 271-272 



Indice / 819 


outras fun^oes alem do controle do ciclo celular 
267B 

redundancia 267 

sinaliza^ao extracelular e 265-266, 266F, 267T, 
283, 283F 

veja tambem tipos especificos 
Ciclina D1 

altera^oes no cancer 297-298, 297T 
amplifica^ao genica 298, 298F 
controle do promotor 266F, 267, 283 
controle dos mveis 266, 266F, 283, 283F, 284 
mitogenos 277, 283, 283F 
diferencia^ao celular e 292 
fosforila^ao de GSK-3p 190, 206, 284 
liga^ao a CDK4/CDK6 263 
vias de sinalizaq:ao 267, 283, 283F 
Ciclina D2 

ativa^ao de Jak-STAT 185-186 
ativa^ao Myc de 267, 286-287, 286F 
controle do promotor 267, 284 
liga^ao a CDK4/CDK6 263 
Ciclina D3 

ativa^ao de Jak-STAT 185-186, 267 
controle do promotor 267, 284 
liga^ao a CDK4/CDK6 263 
vias de sinaliza^ao 267 
Ciclina E 

altera^oes no cancer 297T 
ciclina El 263, 297T 
ciclina E2 263 

ciclo de retroalimenta(;ao positiva 281, 282F 
duplica^ao dos centrossomos e 514-515 
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apresenta^ao de antfgeno 659-660, 660F, 66IF 
classe veja Complexo de histocompatibilidade 
maior de classe 1 (MHCI) 
de classe II 659-660, 660f 

apresentagao de antfgeno 660-661, 66IF 
Complexo de histocompatibilidade maior (MHC), 
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Cria^ao de fibras de estresse, metastase 625F, 628F, 629 
Crick, Francis Fi. C. 1 
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de Burkitt 109F 
Cromossomo 17 

analise do numero de copias 421, 422F 
perda de heterozigosidade, cancer colorretal 223F, 
409, 409F 
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forma^ao de dimeros 484, 485F 
indu^ao de p53 e 316, 317-318, 317F, 3185, 325- 
329, 351 

induzida por radia^ao 318B, 471, 484, 485F 
veja tambem Irradia^ao ultravioleta B (UVB); 
irradia^ao X 
ocorrencia diaria 454 
oxidativo 481-482, 483F, 524 
estimativa do 483B 
taxa metabolica e 482, 484F 
preven^ao/reparo 490-493, 517, 524-525 
glutationa-S-transferases 491-492 
organiza^ao/estrutura tecidual 464-466, 465F, 
490-491 

ponto de verifica^ao do ciclo celular e 259,259F, 
270, 513 

reparo de DNA veja Reparo de DNA 
scavengers de radicals livres 491 
taxa de falha 492 
variagoes individuals 493B 
processes endogenos 479-482 
quebras dupla-fita de DNA veja Quebras dupla- 
fita (D5Bs) 

replica^ao de DNA e 328, 475-479, 524 
senescencia celular e 367 

veja tambem Replica^ao do DNA; Muta 5 ao(s); 
mecanismos especificos 
Dano oxidativo (DNA) 481-482, 483F, 524 
estimativa do 483B 
taxa metabolica e 482, 484F 
Darwin, Charles 2F 
influencia na biologia 2 
na origem das especies 2F 
veja tambem Evolu^ao darwiniana 
genetica mendeliana e teoria da evolu^ao 4-7 
De-diferencia^ao 34 

Defeitos de abcisao, mutantes para BRCA2 506, 
507F 

Degenera^ao neurologica paraneoplasica (PND) 37F, 
37B 

Degrada^ao/reciclagem proteica 242-243B 
ciclina(s) 265 

como mecanismo regulatorio 315 
gene/protefna p53 314-315, 318, 354 
Mdm2 e 318-319, 319F 
mimeros de genes 3IB 

veja tambem Protease(s); Proteossoma(s); Ubiqui- 
tila^ao (ubiquitinagao) 

Dele^oes cromossomicas 13B 

gene/proteina Rb (retinoblastoma) 219 
intersticiais 13B 

veja tambem Perda de heterozigosidade (EOH) 
Dele^oes intersticiais, gene/protefna Rb (retinoblas¬ 
toma) 219 

Demografia 787, 788F 
Dentes, metastases em locals de extra^ao 33B 
Depirimidiniza^ao 480, 482 
Depurina^ao 480, 48IF, 482 
Derivatiza^ao, desenvolvimento de drogas 745 
Desacetilase de histona (HOAG), controle transcri- 
cional e 227, 232, 280, 280F 
Desamina^ao 480, 48IF 

Desenho de drogas auxiliado pelo computador 790, 
791F 

“Desenho racional de drogas” desenvolvimento de 
drogas 744 

Desenvolvimento de drogas 744-755 
“desenho racional de drogas” 744 
afinidade de ligagao 745 
alvos futuros 793, 794F 
aplicagoes clmicas 745 
compostos Ifderes 445 
curvas de resposta a drogas 745, 745F 
derivatiza^ao 745 
descarte do 754 


desenho auxiliado por computadores 790, 79IF 
efeitos colaterais 745 

efeitos em miiltiplos alvos 764-765, 792-793 
efeitos fora do alvo 745 
estrutura do alvo 744, 744F 
eventos pds-traducionais como alvos 43F, 43B 
fndice terapeutico 747-748, 751 
predi^ao de resposta clfnica 744 
produtos naturals 776-782 
reducionista vs. “biologia de sistemas” 793-794 
taxa de sucesso 754-755 
teste do modelo celular 746-747, 748F 
testes clfnicos veja Testes clfnicos 
testes pre-clfnicos (estudos em animals) 747-751 
farmacocinetica 750, 750F 
farmacodinamica 750-751, 750F 
fndice terapeutico 751 
Iressa 768 

modelos humanos de tumor transplantado 749- 
750, 749F, 792 
toxicidade 751 

triagem em larga escala (HTS) 44F, 445 
veja tambem drogas especificas 
vias de sinaliza^ao 791 

Desenvolvimento do olho 8B, 165, 165F, 257F 
Desenvolvimento/embriogenese 
angiogenese 556-557 
C. ehgans 358F 
conservagao evolutiva 8B, 30 
expressao da telomerase durante 376 
expressao genica e 19-21 
linhagens celulares 358-359, 358F 
muta^oes na linhagem germinativa 142B, 2265 
origens epiteliais 29-30, 30F 
papel na apoptose 329, 331F, 335, 358F 
transi^ao epirelial-mesenquimal 600, 600T, 
601F, 620F 

Desordens/tra^os ligados ao sexo 10 
Desordens/tra^os ligados ao X 10 
Desoxitimidina glicol 482, 483F 
Diabete, destrui^ao auto-imune das cdulas p 668F 
Diacilglicerol (DAG) 177, 191, 191F, 438 
Diagndstico de cancer 727-732 

arranjos de expressao genica 728-729, 731 
bioinformatica , estratifica^ao do cancer 729 
embasamento da natureza da doen^a 727 
falacias sobre a progressao de crescimentos benig- 
nos 788, 789B, 790 

importancia para a terapia 727-728, 728, 729-730, 
732, 787-788 

marcadores moleculares 727 
problemas resolvidos de tecnicas 788, 789F 
proteossomica 731-732 
Diapedese 595B 

Dieta, mutagenos/carcinogenos na 22B, 52-53, 53F, 
415-416, 4155, 488-490 
Diferencia^ao celular 20-21 
celulas hematopoieticas 469F 
cdulas musculares 292-293, 294F, 295F 
desdiferencia^ao 34 
estado pos-mitotico 255, 257, 292 
papel de CDKI 273, 273F, 293 
expressao da telomerase 376 
fatores de transcri^ao bHLH 285, 294, 295F 
papel do fator de crescimento transformante p 288 
patogenese do cancer e 292 
progressao tumoral e 293F, 293B 
prolifera^ao vs. 292 
protema Myc e 285, 294-295 
protema RB e 292-296, 305 
sinaliza^ao por ErbB 120F 
sinaliza^ao Wnt e 189 
transdiferencia^ao 34 
vulnerabilidade a dano 465-466 
7,1 2-dimetilbenz[a]antraceno veja DMBA (7,12- 
dimetilbenz[a]antraceno) 

Disfungao neurologica 

sfndromes paraneoplasicas 37F, 37B 
veja tambem Tumores no cerebro 
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xeroderma pigmentoso 500 
Displasia 9F, 37, 38F, 55, 406 
tecido normal vs. 26F 
Disqueratose congenita 388F, 388B, 391 
Disquerina 388B 
Divisao celular 256 
cdulas-tronco 

assimetricas 465F, 468F, 471 
frequencia 470 
simetricas 468F, 474 
controle 119-120, 120F 
crescimenro celular vs. 257, 257F 
mecanismo veja Mitose 
mimero de (humana vs. de camundongo) 386 
mimeros em camundongo vs. humanos 433 
risco de cancer e 43, 386 

veja tambem Ciclo celular; Crescimenro celular; 
Proliferag;ao celular; replicagao do DNA 
DMBA (7,1 2-Dimetilbenz[a]antraceno) 435 
como carcinogeno mamario 205 
como iniciador de tumor 436, 4395 
mutagenicidade 437 

promotor de tumor TPA e 435-436, 436F 
DNA complementar (cDNA) 24 
gene Rb 221F 
gene src 75, 76F, 765 
hTERT e imortalizag:ao 378, 380F 
tecnicas de hibridiza^ao 99F 
“DNA faz RNA que faz protema” 16 
DNA intergenico (“lixo”) 6 
DNA codificante vs. 6, 6F, 7 
polimorfismo 2B 
DNA metiltransferases 494-495 
veja tambem enzimas especificas 
DNA microssatelite 477 
DNA polimerase cc 475 
DNA polimerase [3 328, 496, 498 
DNA polimerase 5 475 
DNA polimerase £ 47B 

DNA polimerase V, reparo predisposto a erro 500 
DNA polimerase(s) 475-476 
escolha de copia 384, 385F 
holoenzima telomerase 377 
reparo por excisao de bases 496 
reparo por excisao de nucleotideos 497 
reparo predisposto a erro 498-499, 500 
replica^ao de extremidade 374-375 
taxa de erro 475, 478, 524 
uso viral de 605 

veja tambem polimerases individuals 
verifica^ao 476-477, 476F, 479 
cancer incidencia e 477, 477F 
DNA polimerases bypass (propensas a erro) 498-499,500 
DNA repetitivo 

clonagem de oncogenes transfectados 104F, 1045 
instabilidade de microssatdites veja Instabilidade 
de microssatdites (MIN) 
reparo de pareamento erroneo e A77-^7^, 478F 
tel6mero(s) 370, 373 
DNA 

analise por Southern blot 99F 
bases veja Base(s) do DNA 
caracteristicas apoptoticas 329, 330F 
codifica^ao de informa^ao veja Gene(s) 
descoberta 1,15 

efeitos do bissulfito de sodio 3F, 3B 
estabilidade 463-464, 479-480, 517, 524 
DNA linear 368 
intergenico (“lixo”) 25, 6 
DNA codificante vs. 6, 6F, 7 
manuten^ao 226, 463-526 

veja tambem Genes caretaker, Dano ao DNA; 
Reparo de DNA 
modifica^ao diaria do 454 

repetitivo veja Replicagao repetitiva do DNA veja 
Replicagao do DNA a partir do RNA (trans- 
cri^ao reversa) 74, 74F 
seqiiencia 

analise 423, 458 


motivos de liga^ao de fator de transcri^ao 21 
muta^ao veja Muta96es(s) 
oncogene H-ras vs. proto-oncogene 105 
regioes codificantes veja Gene(s) 
varia^ao natural veja Polimorfismo 
sintese veja Si'ntese de DNA 
transcri^ao veja Transcrigao 
veja tambem Cromossomo(s); Genoma(s) 
DNA-lixo veja DNA intergenico (“lixo”) 

Doen^a de Fiodgkin 

celulas Reed-Steinberg 529F 
receptores de transplante 678 
tipos celulares 528, 529F 
virus Epstein-Barr (EBV) 678 
Doen^a de von Recklinghausen veja Neurofibroma- 
tose, tipo 1 

Doen^a mieloproliferativa, terapia 762 
Doen^as auto-imunes 668, 668F 

exacerbagao, anticorpos anti-CTLA4 717 
si'ndromes paraneoplasicas 371j 575 
Doen^as infecciosas 

cancer como 35B, 58, 87 
etiologia do cancer 87, 114-115, 482B 
cancer cervical 73 
cancer gastrico 60-61, 115 
linfoma de Burkitt e 68, 109, 1 lOB 
potencial para redu^ao 455-456 
sarcoma de Kaposi e 88B 
inflama^ao devido a veja Inflamagao 
veja tambem Virus de tumor; Infecgoes/organismos 
especificos 

Dominancia incompleta 4, 5F 
Dominio de morte associado a Fas (protema) (FADO) 
343, 344F 

Dominios de homologia Src (SH) 166-171, 204 
como unidades modulares da estrutura de protei- 
nas 170F 

dominios SFil 166F, 167, 204 
dominios SH2 166F, 167-170, 167F, 171T, 204 
ativa^ao da Ras 171-173 
especificidade de sequencia 167 
fungoes alternativas 172F, 172B 
ligantes 167 

sinaliza^ao downstream 169-170 
STATs 186 

transdu^ao de sinal por RTK e 168, 165F 
dominios SFF3 166F, 170-171, 204 
ligantes 170 

proteinas contendo 17IT 

Dominios de Pleckstrina (PFi) homologia 170F, 171T, 
205 

Akt/PKB 179 

liga^ao a PIP3 179, 179F, 180F, 181-182 
Rho 181 

Dominios PFF veja Dominios de homologia Plecks- 
trin (PH) 

Dominios PTB 171, 171T 

Dominios SH veja Dominios de homologia Src (SH) 
Dominios transmembrana, EGF-R 127, 128F 
Dose maxima tolerada (MTD) 455F, 455B, 751 
Dosimetria 747, 751 
DPC4/MAOH4 veja Gene/proteina 
“Drenagem” de linfonodos, metastase 632, 633F 
Drogas antiinflamatorias nao-esteroidais (NSAIDs) 
efeitos colaterais/complica^oes 445, 457 
mecanismo de agao 448, 448F, 45IF 
veja tambem Cicloxigenase-2 (COX-2) 
prote^ao/preven^ao do cancer 445, 448, 449F, 
45IF, 454, 456-457 

Drogas antiinflamatorias, protegao/prevengao ao can¬ 
cer 445 

veja tambem Drogas antiinflamatorias nao-esteroi¬ 
dais (NSAIDs) 

Drosophila melanogaster 

cromossomicos politenicos salivares 9F 
desenvolvimento do olho 165, 165F, 257F 
expressao embrionaria de p-catenina 190F 
mutagenese 48 

alternativo em 19B 


Duodeno, organizagao epitelial 236 
E 

E2F, transcri^ao, fatores 279F 
apoptoticos 324 

bolso de ligag:ao a proteina RB 279F, 280F, 302 
ciclo celular 281 
complexes Smad 290 
crescimenro vs. quiescencia 78-282 
desenvolvimento linfoide e 6B 
diferencia^ao celular e 293 
dominio de transativa^ao 280 
efeitos de A-CDK2 em ciclina 281-282 
familia de proteina 279F, 280 
genes ativados por 281 
indu^ao da P53 e 316, 317-318 
indugao de niveis de apoptose 65, 323-324, 324F, 
342 

indugao Myc de 287 
liga^ao complexo de DNA 279F, 281 
proteina DP 279F, 280 dissocia^ao 281-282 
repressao da transcri^ao de myc 290 
E-caderina 

associagao com a catenina 190, 603-604 
associa^ao com o citoesqueleto de actina 603-604 
fator de transcrigao Slug e 616 
fator de transcri^ao Snail e 616 
genes supressores de metastase 644-645 
transi(;ao epitelial-mesenquimal veja 

transi^ao epitelial-mesenquimal (EMT) 
Ectoderme 30, 30F 
Ectodominios, EGF-R 127, 128F 
Efeitos antiangiogenicos, Herceptina 707-708 
Efeitos em alvos miiltiplos, desenvolvimento de dro¬ 
gas 764-765 

Efeitos fora do alvo, desenvolvimento de drogas 745 
Efusoes peritoneais 25F, 25B 
Efusoes pleurais 25F, 25B 
EGF que se liga a heparina 532 
Elementos promotores 21, 22F 
expressao de ciclina D e 267 
metilagao do DNA e 226-232, 228F, 229T, 297, 
412, 494 
andise 5F, 5B 

genes de reparo de pareamento erroneo 503-504, 
504F 

proto-oncogenes 103 

sitios de liga^ao a fatores de transcri^ao 281 
veja tambem Fatores de transcri^ao 
transloca^oes cromossomicas e 109-110, 109F, 116 
veja tambem repressores 
viral 82, 83F 

Emboliza^ao, metastase e 28-29F, 28-29B 
Embrioes de ouri^o-do-mar, regulagao do complexo 
ciclina-CDK 264-265 

Embriogenese veja desenvolvimento!embriogenese 
EMT veja Transigao epitelial-mesenquimal (EMT) 
Endocitose, superexpressao de fator de crescimenro e 
132B 

Endoderme 30, 30F 

Endogamia, perda de heterozigosidade e 218B 
Endostatina 

modelo de camundongo transgenico Rip-Tag 576 
supressao da angiogenese 572T, 573-574 
supressao de metastase 573-574 
terapia antiangiogenica 576, 578T 
Endotelina-1, metastase osteoblastica de osso 641 
Ensaio TRAP (protocolo de amplificagao de repeti- 
gao telomerica) 376, 377F 
Ensaio TUNEL 7F, 7B, 33IF 
Enterocitos 
fungoes 238 

migragao para fora das criptas 238-239, 238F, 466, 
467F 

produgao a partir de cdulas-tronco 238, 238F, 329, 
466, 467F 

Envelhecer/envelhecimento 
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encurtamento de telomeros 394-395,395F, 395B, 396 
prolifera^ao celular e 360, 36IF, 36IB 
reparo de DNA e 524 
risco de cancer de mama e 20-2IF, 20B 
superexpressao dep53e5F, 5B 
taxas de cancer 395, 395B, 400-401, 400F, 401F, 
402B 
Enxertos 70B 

alogenicos, defmi^ao 671 
modelos de angiogenese 559-560, 561F 
modelos ectopicos vs. ortotdpicos 538B 
Enzima de reparo Aik B 495-496, 495F 
Enzima desubiquitiladora (DUBs) 315 
Enzimas desalquiladoras 494-496, 495F 
quimioterapia e 523 
Enzimas do citocromo p450 (Cyps) 

ativagao de carcinogenos/mutagenos pela 485-490, 
486F 

variagao individual 493B 
Eosinofilos, migra^ao, cura de ferimentos 539 
Epidemiologia 56, 787, 788F 

associagoes historicas com o cancer 45-46 
cancer de pulmao 424B 
compostos carcinogenos 545 
efeitos da tumorogenese miiltiplas etapas na 402B 
exposi^ao a carcinogenos 403, 403F 
hepatite B e carcinoma hepatocelular 444B 
incidencia ajustada a idade 402B 
obesidade e cancer lOF, lOB 
passagem de tempo da progressao tumoral 400-403, 
401F, 402F, 403F 

veja tambem Incidencia de cancer; Demografia 
Varia^ao geografica, Taxas de mortalidade 
xeroderma pigmentoso 499, 499F 
Epitelio 28-31 
arquitetura 29F 

canceriza^ao de campo 16-175, 16F, 17F 
celulas secretoras 30 
celulas veja Cdulas epiteliais 
crescimentos anormais (pre-malignos) 37, 39 
gastrintestinal 236, 238F, 403-407 
membrana basal veja Membrana basal, canceres veja 
Canceres epiteliais 
metila(;ao do DNA 230F 
ocasionado pelo alcool 439 
origens no desenvolvimento 29-30, 30F 
reciclagem 404 

sinaliza^ao por NF-k( 3 na inflama^ao 446-447 
tumorogenese 528 

veja tambem tipos/localizagoes especificas 
Epitdio escamoso 31F 
metaplasia 37 
Epitelio gastrintestinal 
microanatomia 404F 
organizagao da 236, 238F 
progressao tumoral e 403-407 
reciclagem 404, 466 

erbB2 (neu; HER2) veja Gene/protema HER2/neu 

Erbitux (cetuximab) 708-7095, 709F 

Eritroblastoses 100 

Eritrocitos 32, 466 

Eritroleucemia 129, 134B 

Eritropoiese 

apoptose 329-330 
fator de transcri^ao HIF-1 e 24B 
Jaks (Janus cinases) 186 
regula^ao de SFiPl 169B 
Eritropoietina (EPO) 

ativa(;ao de genes por HIF-1 245 
protema gp55 e sinaliza^ao autocrina 134B 
receptor veja Receptor da eritropoietina (EPO) 
regula^ao de SHPl 169B 

Erks (cinases extracelulares reguladas por sinal) 199 
estrutura de ERK2 743F 
fosforilaijao pela MAPKK 175-176, 175F 
fungoes 176 
Erlotinib veja Tarceva 
Erogenos, promo^ao de tumor 440, 457 
Ervilhas, genetica mendeliana 2, 3F 


Escada de DNA, apoptose 329, 330F 
Esclerose tuberosa, perda de TSC1/TSC2 786 
Escolha de cdpia, mecanismo ALT 384 
Esofago de Barrett 37, 394B, 4l IF 
“Espa^o quimico” 44F, 44B 
Espalhamento hematogenico, metastase 631-632 
Especies reativas de oxigenio (ROS) 454 
catando de 491 

dano ao DNA 481-482, 483F, 524 
declmio na prolifera^ao celular relacionado a idade 
361B 

inflama^ao e 453, 482, 482B 
peroxissomos e 481 
processes mitocondriais 481 
radia^ao ionizante e 484 
taxa metabolica e 482, 484F 
Esqualeno esterol, terapia antiangiogenese 578T 
Estado euploide 11 
Estado pos-mitotico 255, 257, 292 
papel de CDKI 273, 273F, 293 
veja tambem Diferencia^ao celular 
vulnerabilidade a dano 465-466 
Estaurosporina, especificidade 746F 
Esterase D, liga^ao ao gene Rb 219-220, 220F 
Esteroides sexuais, como promotores de tumor 440- 
441, 441F, 457 
Estomago 

adenocarcinoma 31F 
cancer veja Cancer gastrico 
veja tambem entradas iniciando com gastro!gastrico 
Estoque viral 62 

Estratifica^ao de pacientes, cancer de pulmao de ce¬ 
lulas nao-pequenas (NSCLC) 768 
Estratifica^ao do cancer, arranjos de expressao genica 
728-729 

Estresse fisiologico 

apoptose intrmseca (ativada por estresse) veja 
Apoptose 

capacidade replicativa e 364, 365-366 
celulas em cultura 365, 365F 
papel da telomerase 38IB 
papel de supressores tumorais 365-367, 365F, 
366F 

como relogio “generacional” 364 
indugao da p53 315-316, 329, 355 
progressao de tumor e 346-347, 350-351 
proteina Rb e relogio do ciclo celular 276 
veja tambem Protefnas de estresse 
Estrogenio(s), promo^ao de tumor 440-441, 457 
Estroma 28, 28F 

COX-2 e smtese de prostaglandinas 449-450, 
450F 

perda da dependencia de celulas de cancer do 25F, 
25B 

sinaliza^ao por NF-k( 3 na inflama^ao 447 
transigao epitelial-mesenquimal veja Transi^ao epi- 
telial-mesenquimal (EMT) 
tumores veja Estroma tumoral 
Estroma desmoplasico veja Estroma tumoral 
Estroma tumoral 528, 529F, 530, 547F 
adenocarcinoma gastrico 529F 
adipocitos 530 

alteragoes genoti'picas 551, 553F 
areas hipoxicas 556, 557F, 558F 

acumula^ao de fator induziVel por hipoxia 558- 
559, 583 

necrose 556, 557F, 558F 
prognostico vs. 582-583 
secre^ao do fator de crescimento vascular endote- 
lial 558-559 

veja tambem Fator de transcrigao HIF-1 
cancer de colon 529F, 536F 
carcinoma ductal invasivo de mama 529F 
carcinoma lobular de mama in situ 529F 
carcinomas de cdulas escamosas 530F 
celulas de musculo liso 530, 530F 
celulas endoteliais 530, 582 
celulas T 530F 

como remanescentes de tecido normal 531 


controle do 531 

estroma desmoplasico 545-547, 547F 
fibroblastos 530, 530F 

“estimulado pelo soro” 547-548, 549F 
recrutamento 547B 
fibrocitos 530F 
importancia 582 

libera^ao do fator de crescimento semelhante a in- 
sulina 532 
linfocitos 530 

macrofagos veja Macrofagos associados a tumor 
(TAMs) 

mastdeitos 530, 530F, 583 
metastases 

cancer de colon 536F 
cancer de mama 536F 
veja tambem Metastases 
miofibroblastos 530, 545, 551 
arranjos de expressao genica 549F 
recrutamento 547B 

recrutamento de precursor de cdulas endoteliais 
551, 552F, 558 
secre^ao de CXCL12 551 
mondcitos 530F, 551-552, 554F, 583 
perda da dependencia em 25F, 25B 
pericitos 530 

produgao de interleucina-8 555 
secregao da protema quimiotatica de mondcito 
l(MCP-l) 551-552 

secregao do fator estimulador de colonia de ma- 
erdfago (M-CSF) 552 
suporte sangiimeo 556, 557F 
hipoxia veja abaixo 
nutrientes 556 

transi(;ao epitelial-mesenquimal veja Transi^ao epi¬ 
telial-mesenquimal (EMT) 

Estromelisina-1 veja Metaloproteinase-3 de matriz 
(MMP-3) 

Estromelisina-3 (metaloproteinase-11 de matriz; 
MMP-11) 564T 

Estrutura-alvo, desenvolvimento de drogas 744, 
744F 

Estudos com gemeos 

cancer de mama, menarca e 440 
muta^oes unicas e transforma^ao 426F, 427, 

427B 

Etanol (alcool), como promotor de tumor 439, 

475B 

Etnicidade/raga, risco de cancer e 43-45 

mutantes de linhagem germinativa de BRCAH 
BRCA2 23B 
sarcoma de Kaposi 88B 
veja tambem Fatores geneticos 
Euplotes aediculatus, telomerase 14B, 378, 378F 
Evolu^ao darwiniana 
alelos metastaticos 34B 
genetica mendeliana e 4-7 
instabilidade gendmica como 521 
sucessao clonal como 413-416, 4l4F, 461, 521 
cdulas tumorais e 416-420, 420F 
fatores epigeneticos e 415, 423 
supersimplifica^ao 420-423 
valida^ao da 423-424 
Evolu^ao 

comunica(;ao intercelular 130B, 156 

darwiniana veja Evolu^ao darwiniana 

familias de genes 23F 

genetica mendeliana e 4-7 

genoma humano 2B 

genomas virais 77-78, 78F, 78B, 79B 

instabilidade gendmica e 517 

mecanismos de defesa (antitumor) 362-363,399-400 

papel da muta^ao 4-5 

muta^ao neutra (silenciosa) 6-7, 6F 
proto-oncogene sre 77F 
relogio do ciclo celular 301 
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transloca^oes cromossomicas 109-110, 109F, 
116, 511 

celular {c-myc) 81 

ativa^ao oncogenica veja Ativa^ao de oncogene 
controle transcricional 103, 290, 291F 
indu^ao por mitogenos 162 
co-ativa^ao/colabora^ao 427, 429T 
bcl-2 e 335F, 430 

experimentos com animais transgenicos 430,431F 
experimentos de co-transfeegao 427-428, 428F 
como gene de inicio imediato 162 
l.-myc 108, 296T, 300 
T\-myc 107, 296T, 300 
expressao de Id2 e 295 
neuroblastomas 107F, 107B, 349, 383B 
notagao/terminologia 108 
proteina codificada veja Protema Myc 
viral (v-myc) 80107 
Gene(s) ras 
H-ras 

cancer de pele 437 

melanoma, modelos animais 736-737, 736T 
mutagoes na linhagem germinativa 142B, 427 
muta^oes pontuais 105-106,105F, 106T, 114,116 
oncogene celular 99, 99F, 103 
oncogene viral 80 

oncogenicidade 105-106, 105F, 106T, 114, 116 
proto-oncogene 103 
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transforma^ao pela 96-98, 96F, 98F, 424, 425 
vantagem seletiva 437 
muta^oes colaborativas 429T 

experimentos com animais transgenicos 430, 
431F 

experimentos de co-transfec(;ao 427-428, 428F 
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114, 116, 198 
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nos 439B 

si'tios especi'ficos 152-153, 153F, 158 
protemas codificadas veja Protema(s)Ras 
splicing alternativo 151 
Gene(s) sre 

cancer colorretal e 101 
protema codificada veja Protema Sre 
proto-oncogene celular (c-src) 75-50, 86, 89 
arvore evolutiva 77F 
estrutura 79 

transformag;ao oncogenica 78-79 
sondas de DNA 75, 76F, 76B 
Gene(s) 

amplifica^ao veja zlmplifica^ao genica 
caretakers 226, 231, 247, 253, 505, 517, 522 
causadores de cancer 91-115 
busca por 93-94 
oncogene(s) veja Oncogene(s) 
veja tambem Fatores geneticos; Proto-oncogene(s); 
Genes supressores de tumor (TSGs) 
clonagem veja Clones/clonagem 
conservagao evolutiva 8B, 22, 23B 
estrutura 

seqiiencias codificadoras 6, 6F, 21 
seqiiencias-controle de 21, 22F 

veja tambem Elementos promotores; contro¬ 
le transcricional 
exons 18 

expressao veja Expressao genica 

gatekeepers veja Genes supressores de tumor (TSGs) 

genetica mendeliana e comportamento 7-10 

homologos 23B 

housekeeping 21 

ideia de Mendel 2-3, 3F 

intera^oes 4 

mtrons 18, 18F 

localiza^ao (loco genetico) 8, 9F 
mutagao veja Muta 9 ao(s) 
ortologo 23B 

tamanho, LOH vs. muta^ao secundaria 2B 
tecido-especificos 21 

veja tambem Cromossomo(s); DNA; genes especijicos 
Gene/produto hTR 377, 378, 381 
associagao com disquerina 388B 
homologo em camundongo (mTR) 387 

veja tambem Camundongo knock-out mTR 
(mTR-^-) 

Gene/protema 12-13F, 12B, 523F, 523B 
Gene/protema AiMTf/ 229 T, 324, 347 
Gene/protema Ape 225T, 235-241 
analise de jun^oes 237F, 237B 
clonagem 236, 237B 

complexo multiproteico da {3-catenina 189-190, 
238F, 239, 240F, 4125 
inativa^ao da Ape e 239-241 
estrutura multidomi'nios 240F 
inativa^ao em cancer colorretal223,223F, 235-236,410 
CINe24l 
COX-2 e 4-48 
muta^oes vistas 240F 

organiza^ao colonica da cripta e 239-241, 4125 
mecanismos moleculares de a^ao 239 
metila^ao do DNA e 229T, 240 
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239, 238F 

perda de heterozigosidade 223, 223F, 409, 409F 
polipose adenomatosa familial 236, 407, 413 
tipos de mutagoes 313F 
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Gene/protema Bax 

efeitos pro-apoptoticos 337, 338, 343, 347 
estrutura 338F 
famflia 338F 

muta^ao/perda de fun^ao 347 
defeitos MMR e 504 
Gene/protema Bcl-2 

como oncogene 334, 336, 347 
efeitos antiapoptoticos 334-335, 335F, 336-340, 
337, 339F, 345, 355 
myc e 335F, 430 
estrutura 338F 

famflia de protemas 337, 338F 
inibidores 739, 740-74It 

intera^oes com a protema BH3, como alvo tera- 
peutico 739, 740-74IF 
transloca^ao cromossomica 334 
veja tambem Apoptose; genes/protefnas relacionadas 
Gene/protema BECNl 225T 
Gene/protema BHD 225T 
Gene/protema Bml inibi^ao de ARF 65 
Gene/protema BMPRl 225T 
Gene/protema BWS/CDCKNIC 225E 
Gene/protema CBP 225% 740-741F 
Gene/protema CDHl 225T 
cancer gastrico familial 604 
genes supressores de metastase 643T 
metila^ao de promotor 229T 
transi^ao epitelial-mesenquimal (EMT) 604 
Gene/protema CHFR, controle do ponto de verifica- 
qlo da mitose 516-517 
Gene/protema CYLD 225T 
Gene/protema erbB 100, 129-131 

homologia com EGF-R 129, 130F, 157 
malignidades hematopoieticas 470B 
rede de sinaliza^ao 120F, 150 
sinaliza^ao celular independente de ligante 130- 
131, 131F 

veja tambem Receptor do fator de rescimento epi¬ 
dermal (EGF-R) 

Gene/protema FH/T 225T 
Gene/protema fos 

ativa^ao pela PKC-CX 439F, 451F 
como gene de infcio imediatol62 
como oncoprotema 289B 
forma^ao de AP-1 176 
indu^ao pela via da Raf cinase 176 
Gene/protema FU 225T 
Gene/protema GSTMl 491-492, 493B 
Gene/protema GSTPI 22^% 

Gene/protema GSTTI A^\-A^2, 493B 
Gene/protema hCOC4 225T 
Gene/protema HFR2/neu 

amplifica^ao de genes 100-101, lOlF, 102F, 
102B, 116 

conseqiiencias fenotfpicas 156 
cancer de mama 100-101, lOlF, 102B, 683, 705 
prognostico 569, 569F 
clivagem pds-traducional 707 
dimerizagao de receptor independente de ligante 
138-139 

imunologia tumoral 683 
internaliza^ao, Herceptina 40B, 707 
propriedades antiapoptoticas 707 
Gene/protema Fi-ras veja Gene(s) ras 
Gene/protema HRPT2 225T 
Gene/protema hTFRT511, 378, 378F, 379F 
como alvo terpeutico 385-386 
expressao {de-repressiori) em c^cer 378-380,392,397 
cancer de ffgado 683 

mutantes dominante-negativos 381-382, 382F 
homologo em camundongo (mTERT) 386, 386B 
imortaliza^ao e 378-380, 379F, 380B, 396, 432 
experimentos com hTERT mutante 381-382 
experimentos de transfec^ao de cDNA 378, 380F 
imunologia tumoral e 683 
regula^ao da expressao 379B 
Gene/protema IGFBP (protema de liga^ao a IGF) 
lOB, 229T 


Gene/protema jun 

ativa^ao pela PKC-CX 439F, 451F 
como gene de infcio imediato 162 
como oncoprotema 289B 
forma^ao deAP-1 176 
indu^ao pela via da Raf cinase 176 
sinaliza^ao pela protema de fusao Bcr-AbI 759 
Gene/protema kit 

a0es de Gleevec 759, 762-764 
GISTs 140B, 142F, 142B, 426-427 
muta^oes 140-141F, 140B, 426 
NFl e235 

regioes justamembrana 140B 
sinalizagao autocrina 133-134 
tumores de estroma gastrintestinal (GISTs) 762-764 
Gene/protema K-ras veja em Gene(s) ras 
Gene/protema LKBl/STKll 225T 
Gene/protema Mdm2 

antagonismo da p53 e 318-323, 319F, 320-321F, 
323B,326 

como alvo terapeutico 739, 740-74IF 
camundongos knock-out 323B 
como oncoprotema 320, 332 
muta^oes na linhagem germinativa 333 
polimorfismo e suscetibilidade ao cancer 8B 
regula^ao 320-321, 320-32IF 

ARF (pl^ARf/plgARF) 321-323, 322F 
circuito de retroalimenta^ao 326 
inativagao pela ATM cinase 320 
protemas relacionadas 8B 
transloca^ao para o micleo 321 
veja tambem Protefna p53 
Gene/protema mdmX (mdm4) 8B 
Gene/protema MFNI 225T 
regula^ao de hTERT 380B 
Gene/protema met 

dimeriza^ao e independencia de ligante 137-138, 
139, 139F 

indu^ao, fator induzfvel por hipoxia 1 583 
muta^oes na linhagem germinativa 142B 
transi^ao epitelial-mesenquimal (EMT) 583 
Gene/protema MGMT 494-495, 495F 
eficacia da quimioterapia 494, 523 
especificidade tecidual 496B 
hipometila^ao 229T, 494 
Gene/protema MLHl 

muta^ao em FfNPCC 501-502 
resistencia a alquilagao e 504 
silenciamento 229T, 503-504, 504F 
Gene/protema mTFRT 386, 386B 
Gene/protema neu veja Gene/protefna HFR2/neu 
Gene/protema NF2 225T 

Gene/protefna NFl 225T, haploinsuficiencia 225T, 
233-235 

fungao da protema (neurofibromina) 234 
perda de heterozigosidade 235, 247 
sinaliza^ao por Ras e 234, 235F 
Gene/protefna 1 225T 

Gene/protefna NM23, supressao de metastase 643- 
644, 643T 

Gene/protefna N-ras veja em Gene(s) ras 
Gene/protefna Pl4^^ (ARF humana) 225T, 321 
metila^ao do DNA 6B, 229T 
muta^ao/perda 6B, 323 
risco evolutivo e 323B 
sftio de reconhecimento de E2F 324 
veja tambem Gene/protefna PI9^^^^(ARF de camun¬ 
dongos) 

Gene/protefna pl5‘"*^'^*^ 232, 268 
agoes 268 

hipometila^ao 229T 

indu^ao porTGF-p 268, 269F, 270F, 289 
repressao mediada por Myc 287 
bloqueio da ciclina D - forma^ao de CDK4/6 268 
Gene/protefna pl6*"*^'^^ 225T, 232, 268 
a^oes 269F 

alteragoes em tecidos histologicamente normals 17B 
altera^oes no cancer 297T, 298, 323 
camundongos knock-out 390 


metila^ao do DNA 229T, 230, 298 

papel na senescencia celular 365-366, 365F, 366F 

risco evolutivo e 323B 

alternativo (pl4/19^'^0 321F 
Gene/protefna pi8"’*''^'^268 

Gene/protefna p 1(ARF de camundongos) 232,321 
knock-outs 390 
risco evolutivo e 323B 

veja tambem Gene/protefna Pl4^*^^ (ARF humana) 
Gene/protefna P19ink4B 268 
Gene/protefna p27^‘P^ 268 
a0es 269F, 270F 
diferencia^ao e 293 
na ciclina D-CDK4/6 271-272 
na ciclina E-CDK2 272, 273, 281 
ponto R e 272-273 
altera^oes no cancer 297T, 298-300 
nfveis de Skp2 e 299-300, 299F 
Fosforila^ao pela Akt/PKB 270F, 271, 271F 
haploinsuficiencia 236B 

localiza^ao celular e progressao do cancer 271, 271F 
ubiquitila^ao/degrada^ao 281, 284 
papel de Myc 287 

Gene/protefna p5/^^N 229T, 268, 269F 
Gene/protefna p63 8B 
Gene/protefna p73 8B, 229T, 324 
Gene/protefna PRKARIA 225T 
Gene/protefna PTFN 225% 

Akt/PKB e 252 

controle pela PI3K 180, 199, 205 
desregula^ao no cancer 183, 183T, 199, 300, 348 
haploinsuficiencia 236B 
perda/inativa^ao 46B, 252 
tumores Iressa e PIEN-negativos 768 
Gene/protefna RASSFIA 225T, 228F 
Gene/protefna ret, sfndromes familiais de cancer 142B 
Gene/protefna Runx3 225T, 229, 24S 
Gene/protefna Runxl 6B, 225T 
Gene/protefna SDHD 225% 

CicntIproteins sevenless 165, 165F 

veja tambem Receptor do fator de crescimento epi¬ 
dermal (EGF-R) 

Gene/protefna sis 132-135 

especificidade de tipo celular 133 
homologia com PDGF 132, 157 
sinalizagao autocrina 133-135 
veja tambem Fator de crescimento derivado de pla- 
quetas (PDGF) 
via de sinaliza^ao 150 

Gene/protefna Smad 4 {DPG41MADH4) 289 
haploinsuficiencia 236B 
inativa^ao no cancer 292 
papel na fun^ao Myc/TGF-p 29IF 
provavel supressor de tumor 410 
Gene/protefna SNF5 225T 
Gene/protefna sos 165 
estrutura 205F 

via de sinaliza^ao 165, 165F, 204-205 
sinaliza^ao com integrina 188 
veja tambem Sinalizagao pela Ras 
Gene/protefna TGFBR2 225%, 229T 
Gene/protefna THSSl, hipometila^ao 229T 
Gene/protefna TP53 veja gene p53 
Gene/protema TSGl 225T, 257F, 786 
Gene/protefna TSC2 180, 225T, 786 
Gene/protefna TSP-1 332, 571-572, 572, 573F 
Gene/protefna Tuberina veja Gene/protefna TSC2 
Gene/protefna VHL 225T, 241, 244-246 
complexo de protemas 245, 245F 
HIFl e 241, 244-245, 244F, 245F 
mutagoes na linhagem germinativa 241, 246B 
perda de heterozigosidade 241 
policitemia familial 246B 
sfndrome de Von Fiippel-Lindau 241, 244F, 246 
Gene/protefna WTl 225T 
Genes controladores do crescimento 
efeitos mutagenicos 93 

genes anticrescimento veja Genes supressores de 
tumor (TSGs) 
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merilagao 230 

promo^ao do crescimenro veja Proto-oncogene(s) 
sitios de liga^ao a E2F 281 

veja tambem Relogio do ciclo celular, genes especijicos 
Genes de inicio atrasado 162, 164B 
Genes de inicio imediato (lEGs) 161 
fatores de rranscri^ao 289B 
genes de inicio tardio vs. 163F 
indu^ao da expressao 161, 16IF 
em celulas de cancer 164B 
pela via da Raf cinase 176 
proteinas codificadas por 162, 162T 
veja tambem genes/proteinas especijicos 
Genes de suscetibilidade veja Fatores geneticos 
Genes Housekeeping 21 

Genes supressores de tumor (TSGs) 209-255, 225T 
caso contra a existencia 213 
fun^oes da proteina 224, 225T, 232-233, 249, 253 
haploinsuficiencia 235, 236B, 247 
identifica^ao 

animais transgenicos 249, 250-25IF, 252F 
criterios 247-248 

experimentos de fusao celular 210-213, 211 F, 
212F 

perda da heterozigosidade e 221-223, 222F, 
223F, 248 

testes funcionais 248 
valida^ao 249 

mutagao/perda/inativa^ao 216-218, 253 

hipotese de segunda ordem 213,215-216, 216F, 
247,312, 415 
linhagem germinativa 226F 
LOH vs. muta^ao secundaria 2B 
metila^ao do promotor 226-232, 229T, 230F, 
23IF, 248, 298 

muta^ao somatica 213, 215, 216F 
natureza recessiva 213 

perda de heterozigosidade veja Perda de hetero¬ 
zigosidade (LOH) 

sindromes familiais de cancer 224, 226, 247 
tratamento com drogas e 252 
p53 veja Gene p53 

papel na senescencia celular 365-367, 365F, 366F 
regula^ao de hTERT 380B 
retinoblastoma veja Gene Rb (retinoblastoma) 
terapia do cancer 735 
terapia genica e 250-252 
veja tambem genesiproteinas especijicos 
Genes tecido-especificos 21 

Genes Wnt, mutagenese insercional por retrovirus 
85B 

Genes/caracteristicas dominantes 3F, 4, 5F 
Genes/proteina(s) ort 6 loga(s) 22, 23B 
Genes/proteinas BRCA 1IBRCA2 
inativa^ao do X e 509 
mecanismo de a^ao 509, 51 OF 
mutagao/perda de fun^ao 

altera^oes cariotipicas 506, 507F, 508 
camundongo knock-out 505-506 
liga^ao com cancer de mama/ovario 505,509, 522 
PARPl e 520F, 520B 
penetrancia 235, 509 
popula^oes judias Ashkenazic 235 
reparo de DNA e 505-509, 524 
reparo de quebra dupla-fita e 505-509, 524 
resposta a dano no DNA 505, 506F 
senescencia celular e 367F 
tipos de muta^ao 313F 
Genes/proteinas homologas 23B 
Genes/proteinas mdr 
celulas-tronco 471 

knock-outs, inflama^ao e cancer 446, 447F 
resistencia a drogas 756 
Genes/proteinas XPA 499-500 

grupos de complementa^ao 500, 500F 
Genetica de popula^oes 23B 
Genetica mendeliana 
altera^ao/adapta^ao 3-4 
comportamento de genes/cromossomos 7-10 


evolu^ao darwiniana 4-7 
regras basicas 2-4, 3F 
Genetica 

aspectos histologicos 2-7 
celulas/organismos 1-24 
mendeliana veja Genetica mendeliana 
populacional 23B 
regras basicas 2-4, 3F 
sistemas experimentais 3 
Genoma humano 2-3 
evolugao 2B 
heterozigosidade em 2B 
retrovirus endogenos 92-93 
roedores 431 

seqiienciamento 140, 146 

seqiiencias biologicamente importantes vs. “DNA- 
lixo” 6 , 6 F 

Genoma retroviral endogeno (ERG) 92-93 
Genoma(s) 2 
bibliotecas 23 

clonagem reprodutiva e 14F 
conteiido genico 7-8 
DNA-lixo 6 , 6 F, 7 
evolugao 4-5 

veja tambem Muta 5 ao(s) 
humano vs. roedor 431 
manuten^ao 226, 463-526, 517 
falha veja Instabilidade genomica 
histonas 523F, 523B 
papel de BRCA1/BRCA2 505, 509 
prote^ao fisica 464-466, 465F, 490, 517, 524 
terapia do cancer e 735 

veja tambem Genes caretaker, Dano ao DNA; 
Reparo de DNA; Replica^ao de DNA 
mutabilidade 48 
redundancia 4 

veja tambem Cromossomo(s); Gene(s); genomas 
individuais 

Genoma(s) de roedores, vs. humano 431 
Genoma(s) viral(ais) 
bibliotecas 23 

evolu^ao 77-78, 78F, 78B, 79B 
RNAvs. DNA 60B, 89 
veja tambem virus especijicos 
virus de tumor 66 T, 67-68, 68 F, 71, 73F 
Genomas diploides 4, 9 
Genomica funcional 423 
Genotipo 3 

fenotipo e veja Correlagoes genotipicas-fenotipicas 
Glandulas mamarias 

adenomas, variances individuais no metabolismo e 
493B 

cancer veja Cancer de mama 
cancerizagao de campo e progressao de tumor miil- 
tiplas etapas 16-17B, 16F 
celulas-tronco 470 

diferencia^ao 20-2IF, 20B 
efeitos da gravidez 20-2IF, 20B 
involugao, apoptose 330 
telomeros (tecido normal) 389F 
Gleevec 757-765, 790 
a^oes 759, 762-764 
afinidade 759 

anticorpos monoclonais vs. 759, 760T 

classifica^ao de tumor 41B 

curvas de resposta a dose 745F 

efeitos colaterais 760 

ensaios de cultura de cdulas 747, 748F 

especificidade 759 

estagio inicial da terapia CML 759,760-761, 760F 
estrutura quimica 738F 
inibi^ao da proteina de fusao Bcr-Abl 747 
mecanismo de a^ao 738F 
resistencia 761-762, 761F, 761T 
terapias alternativas 762, 764F 
triagem de mutantes 762, 763F 
taxa de recaida 761 
terapia antiangiogenese 580 
terapia para a doenga mieloproliferativa 762 


terapia para a sindrome hipereosinofilica 762 
terapia para o meduloblastoma metastatico 762 
terapia para tumores de estroma gastrintestinal 
(GISTs) 762-764, 764F 
testes clinicos 759-760 
tratamento do poxvirus 46B 
veja tambem Proteina de fusao Bcr-Abl 
Glicogenio sintase cinase-3j3 (GSK-3p) 
estrutura 205F 
meia-vida 190 

supressao mediada por Wnt 145, 189, 190, 206, 
239, 284 

Glicoproteinas, ECM 147 
Glicosaminoglicanos, estroma desmoplasico 546 
Glicose- 6 -fosfato desidrogenase (G 6 PD) 40-41, 4lF 
Glicosilases de DNA, reparo por excisao de bases 
496 

Glioblastoma(s) 32 

altera^oes em EGF-R 111 
expressao do receptor EGF 757 
genes/proteinas do ciclo celular 297T 
mecanismo ALT para amanuten^ao dos telomeros 385 
sindrome de Li-Fraumeni 333F 
Glioma(s), metila^ao do promotor MGMT 494 
Glivec veja Gleevec 
Glutationa 492F 

Glutationa-S-transferases 491-492, 492F 
Gonadotropina corionica humana (hCG), gravidez e 
risco de cancer de mama 20-2IF, 20B 
gplOO, antigeno associado a melanoma 688 
gp75, antigeno associado a melanoma 688 
Grafico de Kaplan-Meier 100 

amplifica^ao de HER2/neu em cancer de mama 
lOlF 

amplifica^ao de N-myc em neuroblastoma 107F 
expressao da telomerase em neuroblastoma 383F 
polimorfismo na p53 e terapia do cancer 42F, 
42B 

Gravidez, risco de cancer de mama e 20-2IF, 20B 
Grupo de genes 5 

Grupos de complementa^ao, xeroderma pigmentoso 
(XP) 500, 500F 

GTP (trifosfato de guanosina), ligagao a proteinas G 
146-147, 146F 

GTPase(s) Rho pequenas 181-182 
ativagao via PDGF-R 628 
dominio PH e liga^ao de PIP 3 181, 205 
especificidade celular 629-630 
fungoes 182 
intera^oes Ral-GEF 184 
metastase 627, 628F, 629-631, 63IF 
RhoA 629 
RhoB 629 

RhoC 630-631, 631F 

GTPases semelhantes a Ras, metatase 624-631 
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Hamartin veja TSCI 
Haploinsuficiencia 235, 236B, 247 
Hayflick, Leonard 359 
Hedgehog indiano 197, 780 
Hedgehog sonico [SHH) 197, 111, 780 
veja tambem Sinaliza^ao Hedgehog 
Helicobacter hepaticus, inflama^ao no colon e cancer 
442F, 442B 

Helicobacter pylori, cancer gastrico e 115 
incidencia/mortalidade 40B 
linfoma MALT 444 
papel da inflamagao 454-455 
Hemangioblastoma, sindrome de Von Hippel-Lindau 
241, 244F 

Hemangiomas, terapia com interferon 576-577 
Hematopoiese 469F 

Jaks (cinases Janus) l4l, 143, 157 
leucemia e 468, 469F 
sinalizagao por Kit 140B 

Hemidesmossomos, matriz extracelular 532, 533F 
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Hemizigosidade 2B, 220-221 
Hepatociros 53, 296 

Hepatoma veja Carcinoma hepatocelular (HCC) 
Herceptina 704-708, 708-709B 

combina^ao na quimioterapia 705-706 
desenvolvimenro 705 
estudos clfnicos 705-706 
mecanismo de a^ao 40B, 706 

citotoxicidade celular dependente de anticorpos 
(ADCC) 706-707 
efeitos antiangiogenicos 707-708 
inibi^ao de receptor 707, 708-709B, 709F 
internaliza^ao de HER2/Neu 40B, 707 
ligagao de CD3 40B 

sinergia do mecanismo de assassinato 707, 707F 
modifica^ao biespeciTica 40B 
pos-operatorio 706 

redu^ao na libera^ao 548 
Herdabilidade, metila^ao do DNA 227, 228 
Herpesvirus humano-8 (HHV-8) 
etiologia do cancer 115 
receptores de transplante 678 
sarcoma de Kaposi 88B, 678 
sinaliza^ao pela proteina G 193 
Herpesvirus 

imunoevasao 34B 
indugao de cancer 68 
sarcoma de Kaposi 88B 
sinaliza^ao pela proteina G 193 
HERV-K 93 

Heterocarion, fusao celular 210 
Heterodi'meros 136, 147, 187F 
Heterozigoto(s), defini^ao 4 
Hibridiza^ao de DNA 99F 

Hibridiza^ao genomica comparativa (CGH) 422-423, 
422F, 423F, 519, 519F 

Hibridizagao in situ por fluorescencia (FISH) 9F 
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Mecanismos etiologicos, varia^ao geografica e 45 
Medula ossea 

disqueratose congenita 388F, 388B 
metastases 589F 
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Melanina, fun^ao protetora 490-491, 49IF 
Melan-NMART, antigeno associado a melanoma 688 
Melanocitos 34, 36F, 490-491, 49IF 
Melanoma(s) 34, 36F 

antigenos/antigenicidade 38B, 683,687-688,688F, 
691, 692B 
doa^ao 39F, 39B 

genes/protemas do ciclo celular 297T, 298 
imunoevasao 693, 693B, 699F 
incidencia 789F 

linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) 379 
metastases 588 
invasao 592F 
micrometastases 645 
modelos animais, Fi-ras 736-737, 736T 
mortalidade 789F 
mutantes 13RAF 184 
mutantes da triosefosfato isomerase 682 
ocular, p53 e 318B 

receptores de transplantes de orgaos 679, 680T 
resposta imune a 682, 688, 689F 
sinaliza^ao por Ras/Raf 176 
suporte sangiimeo 557F 
tecidos (cultura de) 38B 
terapia com anticorpos anti-CTLA4 717 
Melanossomas 49IF 
Membrana basal 28-29, 28F, 404 
angiogenese 567-568, 568F 
interagoes heterotipicas, tumorogenese 584F 
matriz extracelular 533F 

modelo de camundongo transgenico Rip-Tag 567- 
568, 657F 

quebra 406, 591-592 
veja tambem Metastases 
Membrana celular veja Membrana plasmatica 
Membrana plasmatica 178F 
fosfolipideos 176-177, 178F 
receptores veja Receptores de superfkie celular 
sinaliza^ao atraves 119-120, 120F 

veja tambem Transdu(;ao de sinal; vias espectjicas 
Mendel, Gregor 2-4, 2F, 3F 
Menina, regulag:ao por hTERT 380B 
Mesoderme 30, 30F 


Mesotelioma 67B, 403, 403F 
Metabolismo de drogas, resistencia e 756 
Metabolismo intermediario, enzimas 15 
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problema do promotor de tumor 453, 454 
teste de Ames 49-51, 50F, 56 
veja tambem Mutageno(s) 

Mutageno(s) 

ativa^ao de proto-oncogene 97-98 
ativagao endogena de retrovirus 93 
carcinogenos 48-52, 93, 435 
inicia^ao tumoral e 439B 
na fuma^a do cigarro 439 
potencial mutagenico vs. carcinogenico 5IF 
exogena 483-490 
feitos pelo homem, cancer e 494B 
indugao de cancer 52-53 

tumorogenese miiltiplas etapas e 424 
metabolismo de 485-490, 524 
processos endogenos e 479-482 
veja tambem Mutagenese/mutagenicidade; mutdge- 
nos especificos 
Mutantes BRAF184, 198 
Mutantes da triosefosfato isomerase 682 
Mutantes dominante-negativo 

gene/protema p53 312, 3l4F, 350 
hTERT gene/protema 381-382, 382F 
Mutantes sensiveis a temperatura (ts), virus do sarco¬ 
ma de Rous (RSV) 64-65, 65F, 88 


N 

N-acetil transferase (NAT) 493B 
Nao-disjungao cromossomica 220B, 513 
Nao-disjungao veja Nao-disjun^ao cromossomica 
N-caderina veja Caderina 

N-caderina, transi^ao epitelial-mesenquimal (EMT) 
602, 603F, 604 

Necrose 

apoptose vs. 335, 336T 
estroma de tumor 556, 557F, 558F 
Neoplasia 39 

veja tambem Cancer; Tumor(es) 

Neoplasia endocrina miiltipla 142B 
Neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) 389F, 568F 
Neovastat, terapia antiangiogenese 578T 
Neuroblastoma(s) 32, 35F 

expressao da telomerase 383F, 383B 
expressao de N-myc 107, 107F, 107B, 349, 383B 
supressao de MFFC de classe I 693, 693B 
Neurofibroma(s) 233, 233F, 234 
Neurofibromatose 
tipo 2 225T, 233 

tipo I (doen^a de von Recklinghausen) 233, 233F 
defeito no gene veja Gene/proteina NFl 
Neurofibromina 234-235, 235F 
Neurofibrossarcoma(s) 233, 233F 


Neuropeptideos, cancer de pulmao de cdulas nao- 
pequenas 192 

Neutraliza^ao de particulas, anticorpos 661 
Neutrofilos 

intera^oes heterotipicas, tumorogenese 584F 
metaloproteinase-9 de matriz (MMP-9) 622 
migragao, cura de ferimentos 539, 544F 
produtos oxidativos 482B 
sindrome de Kostmann 440F, 440B 
Neutropenia, sindrome de Kostmann 440B 
Nevi displasico, marcador de senescencia 367F 
NF-kB veja Fator nuclear-KB (NF-kB) 

NKG2D, celulas matadoras naturais (NKCs) 695- 
696, 696F 

N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) 439B 
Nodulos de Lisch, neurofibromatose tipo 1 233,233F 
Normoxia, papel da proteina VHL 241, 244 
Northern blotting, metodo 99F 
N-ras 

co-ativa^ao/colabora^ao com myc 427 
muta^ao e oncogenicidade 106, 106T 
Nucleossomos 12-13F 
NVP-AEWS41 45B 


O 

O^-metilguanina DNA metiltransferase (MGMT) 
veja Gene/proteina MGMT 
Obesidade, ligagao com cancer lOF, lOB 
Oligodendroglioma 35F 

Omnitarg (pertuzumab), mecanismo de agao 709F, 
709B 

Oncogene El, experimentos de co-transfec^ao 427- 
428, 428F 
Oncogene Fes 80 
Oncogene HBX 443 
Oncogene rel 193, 195 
Oncogene tax 84, 90 

Oncogene viral (v-src) 75-77, 76F, 86 , 123 
evolu^ao 77-78, 78F, 78B 
mecanismo de agao 172B 
Oncogene(s) 86 , 89, 115 
celular 91-115 

ativa^ao veja Proto-oncogene(s) 
clonagem 104F, 104B 

detec^ao por transfec^ao viral 93-98, 96F, 98F, 
115 

eventos mutacionais linicos e 424-427, 429 
rela^ao com genes virais 98-104, 99F, lOOT, 115 
co-ativa^ao/colabora^ao 335F, 427-429, 428F, 
428T, 429T, 430, 459, 460F 
experimentos com animais transgenicos 430, 
431F 

experimentos de co-transfec(;ao 427-428, 428F 
virus de DNA 18B 
controle transcricional 103 
experimentos de parada, resistencia a drogas 755 
fenocopias de promotor de tumor 451-452 
identifica^ao 75, 76B, 99, 99F, 221 
mutagoes em linhagens germinativas 142B, 226B 
nota^ao/terminologia 108 

precursores celulares normals veja Proto- 
oncogene(s) 

proteinas codificadas veja Oncoproteina(s) 
transforma^ao e 

colabora^ao veja Co-ativa^ao/colaboragao 
muta^oes linicas 424-427 
veja tambem Transforma^ao 
veja tambem genes individuais 
viral 77, 81T, 116 

aquisi^ao 77-78, 78F, 78B, 80, 8 IT, 103 
dominancia 210, 212-213, 252 
ocorrendo naturalmente 84 
Oncogenes celulares veja Oncogene (s) 

Oncoproteina E 6 , aneuploidia e 515 
Oncoproteina E7 18B 

duplicagao dos centrossomos 514-515 
intera^ao com RB 275, 284 
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Oncoprotema ES, agoes 18B 
Oncoprotema Ski, mecanismo de a^ao 291-292 
Oncoprotema Sno, mecanismo de agao 292 
Oncoproteina(s) 86 

alreragoes estruturais 111-112 
protemas hibridas 112 
protemas Ras 105-106 

receprores de faror de crescimento 111, 11 IF, 
138-139 

como alvo para a terapia do cancer 735-737, 736T 
imunoevasao 693B 

mecanismos de a^ao 103, 111-112, 112F, 119, 
123 

cascata comum de sinalizagao 155 
como fatores de transcri^ao 289B, 289T 
fatores de crescimento e 132-135 
intera^oes com a p53 307-308, 308F, 309F, 
309T 

intera^oes com a protema RB/bolso 274-275, 
275F, 276B, 279F, 284, 297, 309T 
receptores de fator de crescimento e 129-132 
sinalizagao intracelular 119-158, 156 
veja tambem Fator de crescimento(s); 
Receptor(es) de fator de crescimento; mole- 
culas especificas 
regula^ao de hTERT 380B 
terapia do cancer 735 
veja tambem protemas especificas 
Opsoniza^ao 657-658, 658F 
Organismos 1-24 

multicelular veja Metazoario (animals multicelulares) 
OSI-774 veja Tarceva 
Osso (s) 
cancer 

metastatico veja metastases no osso 
terapia 641 

veja tambem tipos especi'ficos 
osteoblastos 31, 638, 639 
osteoclastos 638, 639F, 641 F 
reciclagem 638, 639F 
Osteoblastos 31 

produgao de osteoprotegerina 639, 642F 
reciclagem de osso 638 
Osteoclastos 

RANK (receptor ativador de NF-kB) produ^ao de 
ligante (RANKE) 638, 64lF 
reciclagem de osso 638, 639F 
Osteoprotegerina (OPG) 462F, 639, 641 
Osteossarcoma 32F 

genes/protemas do ciclo celular 397T 
mecanismo ALT de manuten^ao de telomeros 
385 

retinoblastoma familial (bilateral) e 214, 221 
Osteotropismo, metastases de osso 638 
Ovarios, remo^ao e risco de cancer de mama 440 
Ovelba Dolly 14F 
Oxida^ao lipidica 481, 496 

Cxido nitrico, liberagao por cdulas fagociticas 482B 
8-oxo-deoxiguanosina (8-oxo-dG) 482, 483F, 483B 
8-oxoguanina 482 


P13Kveja Fosfatidilinositol 3-cinase (P13K) 
p 2 lC*pi gene/protema 268 
a?6es 269-270, 269F, 270F 
diferencia^ao e 293 
na ciclina D-CDK4/6 271-272 
fosforila^ao pela Akt/PKB 270F, 271 
indu^ao mediada pela p53 316, 317, 317F, 327 
papel na senescencia celular 365, 365F, 366, 
366F 

repressao mediada por Myc 287 
P5-341 Velcade 

Padroes de fluxo sangiii'neo, metastase 636, 637,637F, 
653 

Papiloma(s) 37, 39, 65, 435-436, 436F, 437 
Papilomavirus 65, 65F 


Papilomavfrus bovino (BPV), colaboragao de onco¬ 
genes 185 

Papilomavirus de Shope 65, 65F 
Papilomavfrus humano (FfPVs) 65, 65F 
carcinomas de celulas escamosas 678 
desenvolvimento de vacinas 726-727 
indugao de cancer 87, 115 

cancer cervical 9F, 9B, 18B, 73, 455, 726-727 
integragao no genoma do hospedeiro 73 
oncoprotema E6, aneuploidia 515 
oncoprotefna E7 

duplicagao dos centrossomos e aneuploidia 
514-515 

intera^ao com RB 275, 284, 514 
receptores de transplantes 678 
veja tambem tipos especificas 
Papovavfrus 66T, 67-68, 68F 

descoberta da p53 e 308-309, 308F 
integragao no DNA do hospedeiro 70-73, 72F 
metabolismo de DNA 71 
veja tambem tipos especificas 
Parada no crescimento, a^ao da p53 316, 327-329, 
327T 

PARPl, quimioterapia e 520F, 520B 
PCNA (antfgeno nuclear de celula proliferativa), ini- 
bi^ao de p2l‘^*P^ 270 
PDK2 veja mTOR 
PDK3 46B 

Pedras na vesfcula, inflamagao e cancer 442, 443F 
Pele 

alteragoes na pele relacionadas a idade 36IF 
cancer veja Cancer de pele 
cor 490-491 

disqueratose congenita 388B 
melanina, fungao protetora 490-491, 49IF 
raspagens, anticorpos anti-EGF-R 45F, 45B 
xeroderma pigmentoso 499, 499F 
Penetrancia 

muta^oes em BRCA1/BRCA2 23B, 509 
sfndromes familiais de cancer 421-422 
Peptfdeo relacionado ao hormonio paratireoidal 
(PTHrP), metastases de osso 640, 642B 
“peptfdeos de fase trocada” 687B 
Perda de heterozigosidade (LOFi) 247, 253, 409 
cancer colorretal 223, 223F, 409, 409F, 4ll 
em tecidos histologicamente normais 16-17B, 16F, 
17F 

endogamia 218B 
gene/protema VHL 241 

genes de reparo de pareamento erroneo 501, 521 
genes supresores de tumor 221-223 
gene/protema NFl 234 
gene/protema p53 313 

gene/protema Rb (retinoblastoma) 217-218, 
217F, 219-221, 219F, 220F 
hemizigosidade 220-221 
hipometila^ao do DNA 230 
mecanismos 216-218 

conversao genica 217, 218F 
quebra cromossomica 220-221 
recombina^ao homologa 217-218, 217F 
translocagao cromossomica 220B 
muta^ao secundaria 2B 
probabilidade 2B 

seqiiencias flanqueadoras e ligagao genetica 218 
analise por PGR 224F, 224B 
analise por RFLP 222-223, 222F 
identifica^ao de supressor de tumor 219-220, 
220F, 222-223, 222F, 223F, 248 
Perforina 

experimentos com animais knock-out 673-674 
mecanismos de assassinato de linfocitos T citoto- 
xicos 665, 666-667F 
Pericito(s) 534-535F 

atra^ao na angiogenese 532 
capilares 560, 562F 
estroma tumoral 530 

interagoes heterotfpicas, tumorogenese 584F 
libera^ao de angiopoietina-1 532 


libera^ao de fator de crescimento endotelial vas¬ 
cular 532 

recrutamento, fator de crescimento derivado de 
plaquetas (PDGF) 535B 
Peroxido de hidrogenio 481, 482B 
Peroxissomos, dano ao DNA e 481 
Perturbances endocrinas 28, 375 
Pertuzumab (Omnitarg), mecanismo de a^ao 709F, 
709B 

Pesticidas, cancer e 494B 

PhK, estrutura 743F 

Picnose, apoptose 329, 330F 

Pirimidina (6-4) pirimidinona 484 

PKA (protema cinase A), estrutura 743F 

PKB (protema cinase B) veja Protefna cinase Akt/PKB 

PKC veja Protema cinase C (PKC) 

Placa metafasica, segreganao erronea e 512-513 
Plaqueta(s) 

armazenamento/liberanao de PDGF 122, 122F 
cura de ferimentos veja Cura de ferimentos 
embolizanao e metastase 28-29F, 29B 
Pleiotropia 

fatores de transcrinao 21 
mutanoes colaborativas 429, 459 
oncogenes 79 
protefna Myc 290F 
protemas cinases 125 

PMA (forbol-12-miristate-13-acetato) veja^VK (12- 
O-tetradecanoilforbol-1 -3-acetato) 
Podossomos, metaloproteinases de matriz (MMPs) 
623, 623F 

Policarion, fusao celular 210, 21 IF 
Policitemia familial, gene/protefna VHL 246B 
Polietilenoglicol, fusao celular 210 
Polimerases de verificanao 476-477, 476F, 479 
incidencia de cancer 477, 477F 
Polimorfismo de tamanho de fragmento de restri^ao 
(RFLP) 222-223, 222F 
Polimorfismo 

conjunto de genes humanos 2B, 7F 
defininao 7 

suscetibilidade ao cancer e 8B 
linico nucleotfdeo veja Polimorfismos de um lini- 
co nucleotfdeo (SNPs) 
veja tambem Mutanao(6es) 

Polimorfismos de um linico nucleotfdeo (SNPs) 
analise por PGR 224F 

mdm2 (5NP309) e suscetibilidade ao cancer 8B 
Poliomavfrus 66 

antfgenos T 19B, 71 
oncogenes colaboradores 18B 
oncogenes miiltiplos 427 
Poliovfrus 60B 

Polipectomia, efeitos na incidencia do cancer 407, 407F 
Polipeptfdeos, clivagem 19B 
Poliploidia 510 
Polipos veja Adenomas 

Polipose adenomatosa familial (FAP) 236, 236F, 407 
gene veja Gene/protefna Apr 
progressao tumoral miiltiplas etapas 412-413 
Pontes da anafase 372, 372F, 394F 
Pontes internucleares, ciclos de ciclos de quebra-fu- 
sao-ponte 372F 
interfase 258F, 513-514 
Ponto de quebra cromossomica 110 
Pontos cafe-com-leite, neurofibromatose tipo 1 233, 
233F 

Populagoes fundadoras 23B 

Popula^oes judias Ashkenazic, mutagoes na linhagem 
germinativa de BRCA1/BRCA2 235 
Pott, Perdvall 45 
Poxvfrus 46B, 68 

Predi^ao de resposta clfnica, desenvolvimento de dro- 
gas 744 

Pressao hidrostatica, terapias antitumor e 26B, 27F 
Pressao intersticial, terapias antitumor e 26B, 27F 
Pressao seletiva, sucessao clonal 414, 4l4F 
Primase 374 

Prinomastat, terapia antiangiogenese 578T 
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Procarcinogenos 50, 52, 53, 485, 486F 
Procaspases 340 
Procura de cancer 40B, 4lB 
Profase 258, 258F 

Progeria, defeitos no reparo do DNA 524 
Progesterona, promogao de tumor 440-441, 457 
Progressao tumoral 399 

bloqueio na diferencia^ao 293F, 293B 
cancer colorretal veja Cancer colorretal 
carcinogenos da dieta 415-416, 415B 
veja tambem Carcinogenos; Mutageno(s) 
cin^ica 401-402, 402F, 423-424 
“passos limitantes” 401, 424, 461 
passo final e 424B 
complexidade 401, 460 
escala de tempo 400-403, 401F, 402F, 403F 
estresses fisiologicos durante 346-347, 350-351 
expansao clonal veja Expansao/sucessao clonal 
histopatoldgica 403-408, 405F, 406F 
localiza^ao de CDKI e 271, 27IF 
mecanismos de defesa contra a 362-363, 399- 
400 

cancer colorretal 238F, 239, 413 
muta^oes colaborativas e 427-429, 428F, 429T, 
434B, 4B9, 460F 

natureza multietapas 332, 399-462, 405F, 406F 
canceriza^ao de campo e 16-17B, 16F, 17F 
nfveis de ciclina E e 303-304, 303F 
papel na infiamagao 441-444, 442F, 442B, 443F, 
454-457 

veja tambem Inflama^ao; vias especificas 
vias de sinaliza^ao 444-452, 45IF 
perda/muta^ao da p53 e 16-175, 17F, 321-322 
principios de organiza^ao 458 
promotores de tumor e veja Agentes nao-mutage- 
nicos (promotores de tumor) 
sele^ao darwiniana e 413-416, 4l4F, 461, 521 
alelos metastaticos 34B 
celulas-tronco de tumor e 416-420, 420F 
como uma supersimplificagao 420-423 
fatores epigeneticos e 415, 423 
validaijao da 423-424 
taxa 

controle da 415 

papel na promo^ao de tumor 452-453 
veja tambem cinetica; escala de tempo 
taxas aumentadas de muta^ao 415, 420, 421-423, 
421F, 518 

veja tambem Transforma^ao; Tumorogenese 
Proliferagao celular 

agentes promotores nao-mutagenicos e 438, 440B 
Akt/PKB e 181, 181T 
diferenciagao vs. 292 

encurtamento de telomeros e 370, 370F, 453 
futeis na smdrome de Kostmann 440B 
mudan^as relacionadas a idade 360, 36IF, 36IB 
mutagenicidade de 453 

mimero de gera^oes celulares celulares necessarias 
para formar um tumor 362-363, 363F 
potencial proliferativo 357-358, 368 
cdulas em cultura 359-360 
limites 363-364 

veja tambem Senescencia celular; Imortaliza^ao 
proteina Myc e 287B 
ras e 149-150 

sinaliza^ao intercelular e 120-123 
tumor induzido por virus 69 
veja tambem Ciclo celular; Crescimento celular; 
Capacidade replicativa 
Proliferina, angiogenese 567T 
Prolina hidroxilase, regula^ao do fator de transcri^ao 
HIF-1 244F 

Promotores de tumor veja Agentes nao-mutagenicos 
(promotores de tumor) 

Prostaglandina E 2 , tumorogenese e 450, 457 
Protease(s) 17, 19B 
mimero de genes 31B 

transigao epitelial-mesenquimal Transigao epi- 
telial-mesenquimal (EMI) 


veja tambem enzimas especificas 
Proteina 1 que interage com a Huntingtina (HIPl), 
superexpressao do receptor e 132B 
Proteina 1 quimiotatica de monocito (MCP-1), se- 
cre^ao pelo estroma tumoral 551-552 
Proteina 14-3-3G, controle do ponto de verifica^ao 
mitotico 516-517 

Proteina apoptotica PUMA, expressao mediada por 
E2F1 324 

Proteina Bak, efeitos pro-apoptoticos 337, 350B 
Proteina Bid, efeitos pro-apoptoticos 337, 343 
Proteina Bim 324, 339, 339F 

Proteina Cbl, superexpressao de receptor de cresci¬ 
mento e 132B 

Proteina cinase A (PKA), estrutura 743F 
Proteina cinase Akt/PKB 126F, 179-181, 20B 
ativa^ao funcional 465, 179-180, 180, 180F 
desregula^ao no c^cer 182-183, 252, 300, 347-348 
efeitos bioldgicos 180-181 

antiapoptotica 180, 18 IT, 337, 347-348 
ciclo celular 170-171,181, 181T, 270F, 284,300 
crescimento celular e 181, 18 IT, 182F 
estrutura 205F 

liga^ao de PIP 3 via dommio PH 179-180, 180F 
regula^ao de p53 por Mdm2 e 320-321F, 321 
substratos 180-181 

Proteina cinase B (PKB) veja Proteina cinase Akt/PKB 
Proteina cinase C (PKC) 177 
PKC-a 

indu^ao por IPA 438, 439F, 445, 445F 
via de sinalizagao 445-446, 45IF 

veja tambem Fator nuclear-K(3 (NF- kB) 
Proteina Crk 165 

veja tambem Sinaliza^ao da Ras 
Proteina de bolso P107 276F, 276B, 278, 295 
cancer e 302 

Proteina de fusao Bcr-Abl 5135, 757-759 
como tirosina cinase 758-759 
estrutura 75 8F 
imunologia tumoral 681-682 
inibi^ao por Gleevec veja Gleevec 
leucemia mielogenosa cronica 757 
leucemiogenese 759 

muta^ao, resistencia Gleevec 761-762, 761F 
origem 758F 
sinaliza^ao 759 

Proteina de fusao PML-RAR, leucemia promielociti- 
ca aguda (APE) 732-733 

Proteina de ponto de verifica^ao Bubi, perda 260F 
Proteina fosfatase 2A (PP2A) 

como holoenzima heteromerica 19F, 19B 
necessidade para a transforma^ao 19B, 432, 433 
Proteina gpSS, sinalizagao autocrina 134B 
Proteina Grb2 165, 172, 173, 173F, 205 
domi'nios 5H2 171, 187 
domfnios 5H3 171-172 
estrutura 205F 

sinaliza^ao por integrinas 187-188 
veja tambem Sinaliza^ao pela Ras 
Proteina Mad, complexes Max 285, 285F, 295 
Proteina Max 

complexes Mad 285, 285F, 295 
complexes Myc 285, 285F 
Proteina Miz 1 287, 289 
Proteina mTOR 252 

ativag:ao de Akt/PKB 46B, 786 
como alvo terapeutico 252, 782-787 
veja tambem Rapamicina 

efeitos de controle de circuito 784-785F, 784-786 
estrutura 782F 

fosforila^ao da cinase p70B6 784-785F 
fosforila^ao de 4E-BP1 784-785F 
liga^ao da rapamicina 782F 
liga^ao de FKBP12 782F 
Proteina Myc 
a^oes 29 OF 

altera^oes em canceres 296T 

como fator de transcri^ao bHLH 285, 285F 

como oncoprotei'na 284, 287-288, 288F, 289B, 300 


como repressor transcricional 287 
complexes Max 285, 285F 
complexes Miz-1 287 
crescimento celular e 288 
diferenciagao celular e 285, 294-295 
efeitos no relogio do ciclo celular 286, 286F, 300 
desregula^ao de RB 284-288, 291 
expressao de ciclina D2 267, 286-287, 286F 
expressao de Cull 287 
repressao por CDKI 287 
resistencia/independencia de TGF-p 287, 289- 
290, 290-292 
fosforila^ao 285 

indu^ao da proteina Id 294-295, 300 
indugao de apoptose 325, 334-335, 349 
ligagao a Y.-box 285 
meia-vida 162 
pleiotropia 290F 
prolifra^ao celular e 287B 
regula^ao por hTERT 380B 
sinaliza^ao pela proteina de fusao Bcr-Abl 759 
Proteina MyoD 294 
degradagao 295 
Proteina MytS 294 

Proteina P130 de bolso 276F, 276B, 278, 295 
cancer e 302 
Proteina p53 307-356 

“guardian do genoma” 328, 517 
a^oes apoptoticas de 316, 329-331, 334, 355, 390 
modelo de camundongo Rip-Tag 564 
papel de ARF 322F, 323-325 
proteina Arg^^ 5F, 5B 
terapia com drogas e 42F, 42B 
veja tambem Apoptose; ARF 
via de sinalizagao 346F 
via intrinseca 342-343, 345 
a^oes citostaticas da 316, 327-329, 331 
veja tambem Relogio do ciclo celular 
a^oes na mitocondria 350B 
celulas de cancer 317, 331-332, 351, 390 
acumula^ao em 326-327, 326F 
cancer de pele e 318B, 484 
necessidade para muta^ao 433 
perda da fun^ao de fator de transcri^ao 326 
veja tambem Gene p53, muta^ao/perda de fun^o 
como fator de transcri^ao homotetramerico 312- 
313, 314F, 325-329, 355 
bloqueio pela Mdm2 318, 319F 
genes-alvo 319F. 327, 327T, 331, 332, 351, 
396B, 498, 571-572 
intera^oes com outros TFs 326 
ligagao ao DNA 319F, 325 
perda de fun^ao 326 
veja tambem alvos especificas 
como sistema de vigilancia celular 317, 350 
descoberta da 308-309, 308F, 309F 
dominios especializados 319F 
envelhecimento e 5F, 5B 
imunocolora^ao da 326-327, 326F 
imunogenicidade 36B 
indu?ao 315-317, 316F, 355 

dano ao DNA 316, 317-318, 317F, 325-329, 351 
efeitos downstream 316, 316F 
estresses fisiologicos 315-316, 329 
sinais de crescimento aberrantes 317-318 
liga^ao a oncoproteina viral 308-309, 308F, 309T 
modifica^ao pos-traducional da 325-326,351-352, 
353F, 355 

fosforilagao 319-320, 320-32IF, 351-352 
monoubiquitila^ao 243B 

papel na senescencia celular 365F, 366-367, 366F 
proteinas relacionadas 8B 
veja tambem p63; p73 
reguia^ao da 

circuito de retroalimentagao negativa 326 
Mdm2 vs. ARF 318-323, 319F, 320-321F, 
326,355 

meia-vida/reciclagem proteica 314-315, 318, 354 
papel na fosforila^ao 319-320,320-32IF, 351-352 
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Proteina pro-apoptotica Noxa, expressao mediada por 
E2F1 324 

Proteina Rad 17 de ponto de verifica^ao, perda 260F 
Proteina RB (retinoblastoma) 232, 249-250 

como repressor transcricional 279F, 280-281,280F 
desregula(;ao e indu^ao de apoptose 324-325 
diferenciagao celular e 292-296 
em celulas de cancer 284, 296-300, 296T, 297T, 305 
desregula^ao da fosforila^ao 278, 297-300 
efeitos de Myc 284-288, 291 
intera^oes da oncoprotema com virus de DNA 
274-275, 275F, 284, 297, 309T 
necessidade para muta^ao 433 
proliferagao descontrolada 296 
superexpressao de ciclina Die 297-298 
em celulas-tronco embrionarias 26IB 
evolugao 301 

fosforila^ao (dependente do ciclo celular) 274-276, 
274F, 305 

desregula^ao mediada por Myc 284-288, 291 
desregula^ao no cancer 278, 297-300 
hiperfosforila^ao 274, 278, 281, 294 
hipofosforila^ao 274, 277 
ligagao a F2F e 278-282, 279F, 280F, 282F, 302 
ponto de transi^ao R 277-278, 277F 
preveng:ao porTGF-[3 288-292, 611 
reversibilidade 276 
sinaliza^ao mitogenica e 282-284 
v^a tambem Ciclo celular; Relogio do ciclo celular 
fun^o no ciclo celular veja Relogio do ciclo celular 
papel na senescencia celular 365-367, 365F, 366F 
Proteina Rbxl 299F 
Proteina RF4 294 

Proteina ruim, efeitos pro-apoptoticos 337 
Proteina She 165 
estrutura 205F 

ligagao ao receptor de estrogenio 199B 
sinaliza^ao 165, 173, 173F, 205 
veja tambem Sinalizagao da Ras 
Proteina SHPl, dominio SH2 167, 169B 
Proteina SHP2, dominio SH2 168 
Proteina Skp2, como oncogene 299-300, 299F 
Proteina Smoothened 144F, 145, 154, 196, 206 
desenvolvimento de antagonistas 781-782 
mecanismo de a^ao da ciclopamina 778-78915 
780, 781F 

meduloblastomas e 782 
muta^ao no gene {SMO) 196 
veja tambem Sinaliza^ao Hedgehog; Receptor 
Patched 
Proteina Sre 

anticorpos contra 124, 124F, 125F, 125B 
clonagem/seqiienciamento 123-124 
estrutura 166,166F, 167,167F, 170-171,172F, 743F 
veja tambem Dominios de homologia Sre (SH) 
fungao de tirosina cinase 123-126, 153-154, 156, 
166, 172F 

autofosforila^ao 124 
circuito de ativagao 172F, 172B 
elucida^ao da 124, 124F, 125B 
especificidade de substrato 126, 127F 
homologia com FGF-R 128, 128F 
imunogenicidade 125B 
sinaliza^ao GPCR e 191, 191F 
Proteina(s) cinase ativada(s) por mitogeno veja Cas- 
cata da MAP cinase 
Proteina(s) G 146-147, 146F 
cancer e 152B, 191-193, 192T 
GTPases pequenas 182B 

Ras como uma 150-153, 151F, 158 
Rho como uma 181-182 
subunidades 146-147 
Proteina(s) Ras 

ancoramento na mmbrana 151 
bioquimica 151, 154 
como oncoproteinas 
ativa^ao por PDGF 628 
imunologia tumoral 681, 682 


inadequa^ao como alvo de drogas 738 
sinalizagao pela proteina de fusao Bcr-Abl 759 
transcri^ao do gene TSPI 572, 573F 
diferen^as funcionais entre tipos 184 
estruturas 153F, 205F 

al^a efetora 174, 174F, 205 
modifica^ao pos-traducional 43F, 43B 
H-Ras 151, 184 

independencia de ancoragem e 188 
K-Ras 184 
N-Ras 184 

papel na transforma^ao 155F, 432 

agentes nao-mutagenicos (promotores) e 438 
outros genes e veja Gene(s) ras, muta^oes cola- 
borativas 

perda de inibi^ao por retroalimenta^ao 152-153 
sinaliza^ao autocrina 155, 155F 
veja tambem Sinalizagao da Ras 
via de sinaliza^ao veja Sinaliza^ao da Ras 
Proteina(s) 

conservagao evolutiva 22, 23B 

degradagao veja Degradagao/reciclagem proteica 

estrutura 15, 17F 

altera^oes oncogenicas em 106 
dominios de ligagao de proteina 170F, 171T 
veja tambem tipos especificos 
vias de sinaliza^ao e 204, 205F 
fungoes/tipos 15-16 
homologas 23B 

modifica^ao pos-traducional veja Modifica^ao pos- 
traducional 
niimero de 19B, 160 
ortologas 22, 23B 

papel do genotipo para o fenotipo 15-19 
reciclagem veja Degrada^ao/reciclagem proteica 
seqiiencia de aminoacidos 15 
sintese 16-17 

controle de Akt/PKB 180 
efeitos da cicloeximida 161 
estimula^ao pela transdu^ao de sinal 162 
tradu^ao 16, 18F, 176 
veja tambem proteinas especificas 
versatilidade 16 

Proteinas adaptadoras 172, 173F 
Proteinas asociadas ao telomero 369F, 373-374, 
374F 

Proteinas associadas a cromatina, fosforilagao 176 
Proteinas cinase(s) 
autofosforilagao 124 
cascatas de sinaliza^ao 175 
como alvos terapeuticos 739, 741, 742-743F 
dependentes de ciclina veja Cinase(s) dependentes 
de ciclina (CDKs) 
estrutura similar 743F 
inibidores, especificidade 746F 
muta^ao, cancer colorretal 410 
niimeros 203 

papel na transdu^ao de sinal 263 
pleiotropia 125 

receptores de fator de crescimento 124, 126F 
Sre 123-126 

tirosina cinases veja Tirosina cinase(s) 
veja tambem cinases/vias especificas 
Proteinas Cip 268 

veja tambem proteinas especificas 
Proteinas de bolso 276F, 276B 

como repressoras transcricionais 279F, 280-281,280F 
diferencia^ao celular e 294 
evolu^ao 301 

liga^ao ao fator de transcrig:ao F2F 278-282, 279F 
pl07 276F, 276B, 278, 295 
pl30 276F, 276B, 278, 295 
Rb veja Proteina Rb (retinoblastoma) 

“Proteinas deendere^oduplo” 193-197,194E 195F,201 
Proteinas de estresse 

extravasamento, imunoevasao 697 
ligagao de cdulas matadoras naturals (NKs) 695- 
696, 696F 


supressao da expressao, imunoevasao 696 
veja tambem Fstresse fisiologico 
Proteinas de fusao 112, 113F, 114T, 116 

dimerizagao do receptor de fator de crescimento 
139, 139F 

proteina de fusao Bcr-Abl Proteina de fusao Bcr- 
Abl 

receptor-myc de estrogeneo 287, 288F “Futile 
cycles” 244, 315 

proteinas de ligagao a GTP (GTPases) 

proteinas ativadoras veja GAPs (proteina ativadora 
de GTPase) 

trimerica veja Proteina(s) G 
veja tambem GTPases individuais 
Proteinas de resistencia a miiltiplas drogas (MDR) veja 
Genes/proteinas mdr 

Proteinas DP, liga^ao do fator de transcrigao F2F 279F, 
280 

Proteinas embrionarias, imunologia tumoral 683 
proteinas Id 294-295, 300 

Proteinas indutoras de tumor veja Oncoproteina(s) 
Proteinas INK4 368 

veja tambem proteinas specificas 
Proteinas Kip 268 

Veja tambem proteinas especificas 
Proteinas morfogeneticas do osso (BMPs), metastases 
no osso 640 

Proteinas reguladoras de complemento ligadas a 
membrana (mCRPs), imunoevasao 701, 
702F, 703 

Proteinas regulatorias de genes 21-22, 22F 

veja tambim Fatores de transcri^ao; proteinas 
especificas 
Proteoglicanas 

estroma desmoplasico 546 
matriz extracelular 145B, 532 
substrato para metaloproteinases de matriz 622 
Proteomica, diagnostico do cancer 731-732 
Proteossoma(s) 

degrada^ao de ciclina 265 
degradagao IkB 775-776 
estrutura 243F, 243B 
inibidores 769, 772-776 

caquexia associada ao cancer 772 
proteinas toxicas intracelulares 776 
veja tambem Velcade 

ubiquitila^ao (ubiquitina^ao) e 242-243B, 243F 
vias de sinaliza^ao celular 773 
Proto-oncogene LM02, leucemia de cdulas T indu- 
zida por terapia genica 87B 
Proto-oncogene(s) 78, 79, 86 
anota^ao/terminologia 108 
aquisig:ao por retrovirus 77-78, 78F, 78B, 80, 81T, 
103, 115 

ativagao oncogenica 103, 105-107, 113, 115 
altera^oes estruturais em proteinas 106, 111- 
112 

amplifica^ao genica 100, 107, 107F, 108, 116 
apoptose 332 

mutagoes somaticas 105, 105F, 114 
mutagenese insercional 82-84, 83F, 85B, 85T, 
89. 108 

por carcinogenos/mutagenos 97-98, 105-106 
por retrovirus 79-80, 82-84, 86, 89, 103, 108, 
116 

transloca^oes cromossomicas 109-110, 109F, 
HIT, 112, 113F, 114, 114T, 116 
controle transcricional 103 
eventos mutacionais linicos 424-427, 429 
genomas de vertebrados 80-82 
veja tambem genes especificos 
Pro-virus 74, 89 
endogenos 92, 94B 
Pulmao 

alteragoes em pi6'"^'^^ em tecidos histologicamen- 
te normals 17B 
cancer veja Cancer de pulmao 
desenvolvimento do epitdio 29-30 
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Quebras dupa-fita (DSBs) 524 

anormalidades cromossomicas devido a 511 
BFB cicios 390, 391 

forquilha de replica^ao e 479, 480F, 505 

histonas e 12-13F, 125, 523F, 523B 

indu^ao da p53 317 

Indu^ao de apoptose 390 

indu(;ao pela hidroxiureia 505 

induzidas pelo reparo de pareamento erroneo 

perda de heterozigosidade e 220B 

reparo 

dirigido por homologia (FiDR) 
incorreto 506 

liga^ao de exrremidades nao-homologas 508- 
509, 509F 

resposta a cicios BRCAI 505, 506F 
Queratinocitos 

animais transgenicos 

muta^oes em cdulas-tronco 469 
tumorogenese de PDGF em enxertos 548 
modifica^oes na prolifera^ao relacionadas a idade 
361F 

prote^ao do DNA 490-491, 49IF 
reciclagem 466 

Queratoses, fotoprodutos do DNA 484 
Questoes raciais veja Etnicidade/ra^a, risco de cancer e 
Qui'mica combinatorial 44F, 44B 
Quimiocinas recido-especificas, metastase 637 
Quimioterapia anti-PARP 520F, 5205 
Quimioterapia 

alquila^ao de bases guanina 523 
classifica^ao tumoral e 415 
combina^ao de Herceptina 705-706 
enzimas de reparo de DNA e 520F, 520B 
desenvolvimento de drogas 522 
eficacia e 523 
MGMT 494, 523 

inativa^ao da supressao tumoral e 252 
mecanismo de agao, “catastrofe mitotica” 734,734F 
polimorfismos na p53 e 42F, 42B 
resistencia veja Resistencia a drogas 
sinergia com Velcade 773, 773F 
variances individuals no metabolismo e 493B 
veja tambem Desenvolvimento de drogas; terapias 
especiftcas 

R 

Rabdomiossarcoma 32F 
Rac GTPase(s) 182, 205 

especificidade celular 629-630 
metastase 627, 628F 
RAD51 505, 507 

Radiagao ionizante veja Irradia^ao X 
Radia^ao 

experimentos de mutagenese 48 
indugao cancer 46, 56, 92 
mecanismo de mutagenese 52 
veja tambem tipos especificos 
Radicals hidroxil 481 
Radicals livres 
catadores 491 

especies de oxigenio veja Especies reativas de oxi- 
genio (ROS) 

produ^ao por radia^ao ionizante 484 
Radioimunotoxinas 713 
Radioterapia 

“catastrofe mitotica” 734, 734F 
terapia antiangiogenese 580, 58IF 
Raf cinase 174-176, 198, 205 
ativagao pela Ras 174 
como oncoprotefna 174 
efeitos downstream 175-176 
efeitos indiretos em 321 
em cancer colorretal 410 
indugao lEG 176 


mutantes BRAF 184, 198 
veja tambem Gascata da MAP cinase 
via 174-175, 175F 
RAG-1/RAG-2 

expressao de anticorpos 674 
expressao do receptor de cdulas T 674, 674F 
modelos animais knock-out 674-675 
cdulas T matadoras naturals 674 
tumores quimicamente induzidos 675, 676F 
Ral-GEFs 183-184, 205-206 
via da RJio e 184 
Rapamicina 782-787 
astrocitomas 786-787 
derivatives 786-787 
efeitos imunossupressivos 783-784 
em transplantes de orgaos 783-784 
estrutura 782F 
historia da 782 
liga^ao de FKBP12 783F, 784 
liga^ao de mTOR 782F 

redu^ao da desordem pos-Iinfoproliferativa 784 
sarcomas 784-785F, 786-787 
testes clmicos 784-785F 

RAR-p veja Receptor do acido retinoico p (RAR- p) 
Ras-GAP 134 

domi'nio SFi2 168, 169 
NFl como 234 

Reagao em cadeia da polimerase (PGR) 
analise de metila^ao de promotor 3F, 3B 
diversidade genetica de genomas de tumor 421 
ensaio TRAP 377F 

identifica^ao da perda de heterozigosidade 224F, 
224B 

Reagao em cadeia da polimerase especi'fica para meti- 
lagao (MSP) 3F, 3B 

Rearranjos de genes, uniao de exrremidades nao-ho- 
mologas (NFiEJ) 509B 
Receptor da eritropoietina (EPO) 
hiperativo 169B 

Jaks (Janus cinases) l4l, 143, 157, 186 
regula^ao de SFiPl 169B 
Receptor da insulina, estrutura 129F 
Receptor da trombopoietina (IPO), Jaks e I4l, 143, 
157, 186 

Receptor de acido retinoico-p (RAR- p) 

alteragoes em tecidos histologicamente normals 17B 
lesoes pre-malignas na boca/garganta 733 
metilagao do promotor RAR^2 229T, 231-232 
Receptor de estrogenio (ER) 
ligagao da ciclina D 267B 
mitogenese do cancer de mama 199B, 267B 
proteina de fusao Myc 287, 288F 
Receptor do fator 1 de crescimento semelhante a in¬ 
sulina (IGF-1 R) 
antagonistas seletivos 45B, 45T 
ativagao da fosfatidiIinositol-3 cinase 178 
estrutura 45B, 129F 

hiperinsulinemia, obesidade e cancer lOB 
Receptor do fator de crescimento de fibroblastos 
(FGF-R) 129F, 138F, 138B 
Receptor do fator de crescimento derivado de plaque- 
tas (PDGF-R) 133 
ancoramento a Sre 172F 
ativa^ao da proteina Rho 628 
ativagao de Ras 628 
doen^a mieloproliferativa 762 
especificidade ao tipo celular 133 
estrutura 129F 
liga^ao a Gleevec 759, 762 
metastase e 

meduloblastomas metastaticos 762 
metastases de osso 640 
sindrome hipereosinofilica 762 
vias de sinalizagao 628-629 
Receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-R) 
111, 127 

antagonistas 45F, 45B, 744F, 745 
alcance do tumor 765-769 
anticorpos 45F, 45B, 708-709B 


raspagem na pele 45F, 45B 
sinaliza^ao na pele e 752 
testes clmicos fase I 751-752, 753F 
veja tambem anticorpos!drogas especificas 
cancer de pulmao de cdulas nao-pequenas (NS- 
CLC) 768 

como alvo de tratamento 455 
como oncoprotema 45B, 129-132, 130F, 155 
formas truncadas 111, 112F, 130F, 132, 757 
funcionamento independente de ligante 130- 
131, 131 F, 137 

superexpressao 45B, 1325, 137, 708B, 762 
dimeriza^ao 137, 138F, 138B, 139 
estrutura 127-128, 128F, 129F, 205F 
fun^ao da tirosina cinase 126-132 
glioblastoma multiforme 757 
homologia com erbB 129, 130F, 157 
homologia sevenless 165 
homologia Sre 128, 128F 
importancia no cancer 766 
liga^ao a Iressa 745 
mecanismo de a^ao 766 
resistencia Gleevec e 762 
sinais antiapoptoticos 766 
sinais mitogenicos 766 

supressao por RNAs pequenos de interferencia (siR- 
NAs) 770-77IF 
transdu^ao de sinal 

dommio SH2 e 168, 168F 
Rase 155, 155F 

retroalimenta^ao negativa 198, 198F 
transfosforilagao 136F, 157 
veja tambem Gene/proteina erbB 
Receptor do fator de crescimento transformante p 143, 
154, 157, 194F, 289 
conteiido no genoma humano 146 
estrutura 143, 143F 
inativa^ao 292 

fibroblastos 548, 550F 

instabilidade de microssatdites 502-503, 502F 
serina/treonina cinase 289 
sinaliza^ao 197, 289 
veja tambem Smad(s) 

Receptor do fator de necrose tumoral (TNF-R) 343, 
344F, 349 

Receptor do fator estimulante de colonia de macrofa- 
go (M-CSF), estrutura 129F 
Receptor do hormonio estimulador de tireoide 
(TSHR), ativa^ao independente de ligante 
192 

Receptor do interferon-y, expressao em cdulas tumo- 
rais 673 

Receptor efrina, estrutura 129F 
Receptor Fas 343, 345T, 346F 
cdulas endoteliais 571, 573F 
imunoevasao e 697, 701 
supressao da angiogenese 571, 573F 
veja tambem Fas ligante (FasL) 

Receptor Fit-1 veja Fator de crescimento endotelial 
vascular (VEGF) 

Receptor inibitorio de matadora (KIR), cdulas mata¬ 
doras naturals (NKCs) 695, 695F 
Receptor Notch 143-144, 154, 157 
conteiido no genoma humano 146 
estrutura 144F 
ligantes 143, 195 

via de sinaliza^ao 194F, 195-196, 206 
desregula^ao no cancer 195F, 196 

Patched\AA-\A5, 144F, 154,157,194F, 196- 
197, 206 

associagao com a proteina smoothened 144F, 145, 
154, 196, 206 

conteiido no genoma humano 146 
gene veja Gene do receptor PTCH {patched) 
veja tambem Proteina Smoothened 
via de sinaliza(;ao 144-145, 144F, 194F, 777-7^2, 
778-779F 

meduloblastomas 778-779F 
ocorrencia no cancer 779-780 
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veja tambem Sinaliza^ao Hedgehog 
Receptor tirosina cinases (RTKs) 154 
alreragoes esrereoquimicas 139-140 
associa^oes com cancer 129T, 133T, 140B, 197 
canceres familiais 140 
comparagao com inregrinas 188 
comunica^ao intracelular 151, 166-171, 197 
dimeriza^ao de 136-137, 137F, 153-154, 157 
independente de liganre 137-139, 157 
mutagoes esrruturais 138-139, 139F 
superexpressao e 137-138, 157 
EGF-R como 126-132, 155 
estrutura 129F 

interagoes receptor-ligante 136 
mimeros no genoma 140 
rela^ao com Ras 155 
Src como 123-126, 154 
rransfosforila^ao veja Transfosforilagao 
veja tambem proteinas espedficas 
Receptor{es) de fator de crescimento 119-158 
como oncoprotefnas 129-132, 13IF 
desregula^ao 111, 112F, 129-132, 130-132, 131F, 
154, 197-198 

independencia de ligante 130-131, 131F, 137- 
139 

sinaIizag:ao autdcrina 131F, 133-135, 134B 
superexpressao e 132B, 137-138, 197-198 
dimeriza^ao 136-137, 137F, 138F, 138B, 153-154, 
157 

independencia de ligante 137-139, 157 
mutagoes estruturais 138-139 
superexpressao e 137-138, 157 
fun^oes de protemas cinases 124, 126F, 166 
tirosina cinases veja Receptores tirosina cinases 
(RTKs) 

transfosforila^ao 135-140, 166 
interagoes receptor-ligante 136 
mobilidade lateral 136 

Receptores comuns envolvidos na patogenese tu¬ 
moral 129T, 133T 
receptores nao-RTK l4l, 143-147 
veja tambem receptores especificos 
vias de sinaliza^ao intracelular 151, 161, 186-188 
fosforila^ao de tirosina 166-171 
veja tambem Comunica^ao intracelular 
Receptores (superficie celular) veja Receptores de su- 
perficie celular; tipos especificos 
Receptores acoplados a protema G (GPCRs) 146-147, 
158,191 

codificada por virus 192T 
estrutura 146F, 191 

sinaliza^ao 146-147, 146F, 191, 19IF, 206 
desregula^ao no cancer 191-193 
veja tambem vias intracelulares espedficas 
Receptores de celulas T (TCRs) 658 
cdulas T regulatorias (T ) 669 
expressao de RAG-I/RAG-2 674, 674F 
ligagao de Herceptina 40B 
Receptores de interferon (IFN) 

experiments de expressao em celulas de tumor 673 
Jaks (Janus cinases) 186 
Receptores de morte 343-344, 344F, 355 
ativagao de caspase 343, 344F 
celulas de cancer e 352 
“dominio da morte” 343 
imunoevasao e 697 
ligantes 343, 344F, 345T 
Receptores de superficie celular 120, 160 
celula tipo-especifica 201 

controle de retroalimenta^ao negativa 198, 198F, 
202 

EGM e 147-150 

fatores de crescimento veja Receptores de fatores 
de crescimento 
inibi^ao 

Herceptina 707, 708-709B, 709F 
Omnitarg (pertuzumab) 709F 
interagoes receptor-ligante 136, 198 
metastase 594 


transdu^ao de signal veja Transdugao de sinal 
veja tambem Comunica^ao intercelular; tipos es¬ 
pecificos 

Receptores Fc 706, 706F 

Receptores 145-146, 145F, 154,157-158,189 

conteiido no genoma humano 146 
via de sinaliza^ao veja Sinaliza^ao Wnt 
Receptores nucleates de hormonio, como alvos pro- 
teicos potenciais para o desenvolvimento de 
drogas 737-738 

Receptores serpentina veja Receptores acoplados a 
proteina G (GPGRs) 

Receptores tirosina cinase (TRKs) veja Receptores ti¬ 
rosina cinase (TRKs) 

Receptores Trk 
dimeriza^ao 138B 
estrutura 129F 
fusoes genicas 139, 139F 
Recombinagao homologa 

construgao de animais transgenicos 250-251F, 
250B 

perda de heterozigosidade (LOH) 217-218, 217F 
reparo veja Reparo dirigido por homologia (HOR) 
Recombina^ao nao-homologa 505-506 
Recombina^ao 

homologa veja Recombina^ao homologa 
nao-homologa 505-506 
veja tambem Mitose 
Redundancia, genomica 4 

Regiao homogeneamente corada (HSR) 13F, 13B, 
107F, 107B, 108, 116 
Regioes hidrofobicas 127, 128F 
Regioes justamembrana, receptores Kit 140B 
Registros de cancer, malignidade associada a transplan- 
tagao 305 

Rejeigao de enxertos 670-671, 671 F 

Rejeigao de tumor 70 

Reldgio do ciclo celular 255-306, 256F 

CDKs veja Cinases dependents de ciclina (CDKs) 
ciclinas veja Ciclina(s) 
defini^ao 256 

efeitos deMyc267,284-288, 286,286F, 288F, 291 
evolu^ao 301 

experimentos com animais transgenicos 303B 
liga^oes com a diferencia^ao celular 292-296, 305 
movimento unidirectional 265, 282F 
mudan^as moleculares nos canceres humanos 296T, 
297T, 302 

altera^oes no ponto de transigao R 297F, 515 
desregula^ao de RB 296-300 
mutagoes colaborativas 428-429 
oncogenes/proteinas e 256 
papel da proteina Rb 273-276, 305 
ciclo de fosforila^ao 274-276, 274F 
desregulagao mediada por Myc 284-288, 291 
efeitos da perda/muta^ao 278 
estresse fisiologico e 276 
liga^ao de E2F e 278-282, 279F, 280F, 282F, 
302 

ponto de transi^ao R 274, 275, 277-278, 277F, 
297F, 515 
TGF-p e 288-292 

vias de sinaliza^ao mitogenicas 282-284 
pontos de verificag:ao 259-261, 259F, 302, 304 
decatenagao 260 
dependente de ancoragem 45 
faseM 260, 516-517 
perda do 45, 260-261, 260F 
segrega^ao e 513 

proteina cinase Akt/PKB 170-171, 181, 181T, 
270F, 284, 300 

quiescencia vs. crescimento 256, 261-262, 301, 
304-305 

papel de E2F 278-282, 280F, 282F 
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enzimas desalquiladoras 494-496, 495F 
excisao de bases 496, 497F, 519, 524 
excisao de nucleotideos veja Reparo por excisao de 
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iniciadores 374, 375F 
merila^ao seguindo 227, 227F 
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veja tambem Anticorpos; tipos celulares especificos 
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virions 62F 

virus de transforma^ao lenta 82-84 
Retrovirus endogenos 92-93, 94B 
origens 94-95F 

RhoGDI-2 (inibidor da associa^ao de Rho com o 
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Seqiiencia adenoma-carcinoma 406-407, 406F, 407F, 
501 

Seqiiencias A/m 104F, 104B 
Seqiiencias genicas regulatorias 22F 
acentuadoras 21, 22F 
promotoras veja Elementos promotores 
Serina/treonina cinases 177, 179 
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Ral-GEFs 183-184, 184F, 205-206 
veja tambem componentes/vias individuals 
virus de DNA e 18B 
Sinaliza^ao endocrina 133 
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Si'ntese da fita Ifder de DNA 374-375, 375F 
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proje^ao 3’ 373F, 38IF, 38IB 
protei'nas ligadas 369F, 373-374, 374F 
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telomerase e 376, 381F, 381B 
veja tambem Telomerase 
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desenvolvimento 709 
paciente-especifica 709-710 
recaidas 710 
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